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AD  Morbus Alzheimer, Demenz vom Alzheimer-Typ 
AP-1  Aktivatorprotein 1 
ARE  Antioxidant response element 
CB  Cannabinoidrezeptor 
DMF  Dimethylfumarat 
dNTP  Desoxyribonukleotidtriphosphat  
EAE  Autoimmune experimentelle Enzephalitis 
ERK  Extracellular signal-regulated kinase 
FDU  Fluorodesoxyuridin 
FKS  Fetales Kälberserum 
GDNF  Glial-derived neurotrophic factor 
GPCR  G-Protein-gekoppelte Rezeptoren  
IKK  NF-κB-Inhibitor-kinase 
IL-1β  Interleukin 1 beta 
IL-6  Interleukin 6 
IL-10  Interleukin 10 
IFN-γ  Interferon gamma 
iNOS  induzierbare Stickoxidsynthase  
JNK  c-Jun-N-terminale Kinase 
LPS   Lipopolysaccharid, Endotoxin 
MAP  Mitogen-aktiviertes Protein 
MEK  MAP-Kinase-Kinase 
MPTP  Methylphenyltetrahydropyridin 
MTT  Dimethylthiazoldiphenyltetrazoliumbromid 
NF-κB  Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B-cells 
Nrf-2  Nuclear factor (erythroid-derived-2)-like 2 
PD  Morbus Parkinson 
RNS  reaktive Stickstoffspezies 
ROS  reaktive Sauerstoffspezies 
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1.  Einleitung 
 
1.1  Morbus Parkinson 
Morbus Parkinson (PD) ist eine Erkrankung, die durch einen fortschreitenden selektiven 
Zellverlust dopaminerger Neurone in der Substantia nigra (SN) im Hirnstamm und durch die 
Ansammlung von aggregiertem α-Synuclein und intraneuronalen Lewy-Körperchen in Teilen 
von Hirnstamm und später auch Basalganglien und Kortex gekennzeichnet ist (Braak et al., 
2006). Das Gehirn der Betroffenen zeigt nach einer oftmals langen Phase der Kompensation 
Zeichen eines vorwiegend striatalen Mangels an Dopamin, der sich hauptsächlich auf die 
Motorik auswirkt. Zum Diagnosezeitpunkt zeigen die Erkrankten definitionsgemäß eine 
ausgeprägte Bewegungshemmung in Kombination mit mindestens einem der Symptome 
Muskelsteifigkeit, Zittern und posturale Instabilität. Weitere, den Verlauf komplizierende 
Symptome sind vorwiegend vegetativer, psychischer sowie kognitiver Natur (Lees et al., 
2009). Die Epidemiologie zeigt eine mit dem Alter steigende Prävalenz weltweit. Sie wird 
generell auf etwa 1% bei Menschen über 60 Jahren geschätzt. Nach dem Morbus Alzheimer 
(AD) ist PD die zweithäufigste neurodegenerative Krankheit (de Lau et al., 2006). Aufgrund 
der demographischen Entwicklung wird bis 2030 ein starker Anstieg und für einige Länder eine 
Verdopplung der Fallzahlen bis 2050 prognostiziert (Bach et al., 2011). Der 
Entstehungsmechanismus der PD ist unzureichend geklärt. Sowohl genetische als auch 
Umweltfaktoren können das Erkrankungsrisiko erhöhen (Wirdefeldt et al., 2011, Di Monte et 
al., 2002). Wahrscheinlich liegen der PD mehrere phänotypisch ähnliche Ursachen zugrunde. 
Ein Teil der Fälle scheint mit der Inkorporation von Pestiziden im Zusammenhang zu stehen, 
aber auch Schädeltraumata können die Wahrscheinlichkeit zu erkranken erhöhen (Dick et al., 
2007). Doch was passiert eigentlich im Hirnstamm der Betroffenen, teilweise schon lange vor 
dem Auftreten der ersten Symptome? Es zeichnen sich vier wesentliche Pfeiler in der 
Pathogenese der PD ab: Veränderter Proteinumsatz, mitochondriale Dysfunktion, oxidativer 
Stress und Neuroinflammation (Schapira et al., 2011, Barnum et al., 2010). In betroffenen 
Neuronen bilden sich sogenannte Lewy-Körperchen, die zum großen Teil aus α-Synuclein 
bestehen. Diese können  proinflammatorisch auf Mikroglia und Astrozyten wirken und 
verändern des Ubiquitin-Proteasom-System (Duyckaerts et al., 2010, Roodveldt et al., 2008). 
Es wurden auch Störungen der proteinabbauenden Systeme (Makroautophagie und 
Chaperon-vermittelte-Autophagie) und der Mitophagie postuliert (Xilouri et al., 2010). 
Desweiteren scheint die zelluläre Überwachung der mitochondrialen Funktion gestört zu sein 
(de Castro et al., 2011, Pilsl et al., 2012). Nigrale Neurone von Patienten mit PD zeigen 
Anzeichen vermehrten oxidativen Stresses, die Seitenketten intrazellulärer Proteine sind 
vermehrt durch Sauerstoffradikale, reaktive Stickstoffverbindungen und Produkte der 
Lipidperoxidation verändert (Jomova et al., 2010, Tobon-Velasco et al., 2010).  
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1.2  Mikroglia und Neuroinflammation 
Neuroinflammation bedeutet zunächst einmal eine lokale Immunreaktion des Gehirns auf 
infektiöse Stoffe, Moleküle, die im Rahmen von traumatischen oder ischämischen Ereignissen 
freigesetzt werden, und abnormale Proteinaggregate (Chakraborty et al., 2010). Diese 
Reaktion dient der Neutralisierung des zugrunde liegenden Agens und  letzlich der Restitution 
der Läsion (Minghetti, 2005). 
 
Mikroglia sind die ortsständigen myeloischen Abwehrzellen des ZNS. Sie schützen ein 
hochsensibles und durch die Blut-Hirn-Schranke immunprivilegiertes Gewebe vor 
Krankheitserregern und anderen Noxen (DeSalvo et al., 2011). Bei Aktivierung gehen sie 
morphologisch von einem ramifizierten, d.h. einem weitverzweigten und ausgedehnten 
(Überwachungs-)Zustand über in eine amöboide Zellform (Nimmerjahn et al., 2005). 
Abwehrreaktionen im ZNS müssen äußerst schnell und örtlich begrenzt ablaufen, damit 
kostbare neuronale Strukturen möglichst wenig in Mitleidenschaft gezogen werden. Vermutlich 
führen die meisten dieser Abwehraktionen zu einer bestmöglichen Beseitigung schädlicher 
Einflüsse. Mikroglia fördern auf diese Weise mutmaßlich das Überleben angeschlagener, noch 
überlebensfähiger Neurone (Ransohoff und Brown, 2012, Inoue et al., 1998). 
Physiologischerweise herrscht im ZNS ein antiinflammatorisches Milieu, welches durch eine 
hohe Konzentration von Transforming growth factor beta (TGF-β), Interleukin 10 (IL-10) und 
Gangliosiden gekennzeichnet ist (Malipiero et al., 2006, Strle et al., 2001, Irani et al., 1996). 
Zahlreiche Indizien deuten jedoch darauf hin, dass chronisch entzündliche Prozesse im 
Gehirn, und in deren Zentrum Mikroglia, an der Pathogenese vieler neurodegenerativer 
Krankheiten beteiligt sind. 
Post mortem fand sich in der SN von Parkinsonpatienten eine erhöhte Mikrogliadichte 
(McGeer et al., 1988). Im Liquor von Parkinsonpatienten fanden sich erhöhte Spiegel von 
Interleukin-6 (IL-6), Interleukin-1 beta (IL-1β) und Tumornekrosefaktor alpha (TNF-α) (Long-
Smith et al., 2009, Müller et al., 1998, Mogi et al., 1994). In der SN verstorbener 
Parkinsonpatienten wurde ein vermehrtes Vorkommen der induzierbaren Stickoxidsynthase 
(iNOS) (Knott et al., 2000, Hunot et al., 1996), IL-1β und TNF-α nachgewiesen (Hunot et al., 
1999, Boka et al., 1994). Gewissermaßen bestätigend haben epidemiologische Studien 
gezeigt, dass Polymorphismen der Gene für IL-6, IL-1β und TNF-α das Risiko erhöhen, an PD 
zu erkranken (Wahner et al., 2007, Wu et al., 2007, Hakansson et al., 2005, McGeer et al., 
2002, Krüger et al., 2000). In PET-Studien fand sich eine überdurchschnittliche 
Mikrogliaaktivität in SN, Pons, Basalganglien, frontalem und temporalem Kortex von 
Parkinsonpatienten (Iannaccone et al., 2013, Gerhard et al., 2006). Im Rahmen 
physiologischer zentralnervöser Alterungsprozesse zeigte sich eine ausgeprägte und breite 
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Steigerung der Expression von Genen im Bereich der Aktivierung des angeborenen 
Immunsystems, dieses betrifft u.a. Toll-like-Rezeptor (TLR)– und Inflammosom-aktivierte 
Signalkaskaden (Cribbs et al., 2012). 
 
Die Überaktivierung glialer Zellen und die damit einhergehende erhöhte Ausschüttung 
proinflammatorischer Zytokine trägt vermutlich auch zur Pathogenese der Multiplen Sklerose 
(Matsumoto et al., 1992), der AD (Itagaki et al., 1989), aber auch psychiatrischer Krankheiten 
wie Schizophrenie und Depression (Beumer et al., 2012) bei.  
Ebenso kann das vermehrte Vorkommen proinflammatorischer Zytokine in Liquor und SN von 
Parkinsonpatienten auch nur eine Folge der Erkrankung und kein bedeutendes Element der 
Pathogenese sein (Wyss-Coray und Mucke, 2002). 
Erhalten Mikroglia womöglich einen Zustand lokaler chronischer Entzündung aufrecht? Die 
große Mehrzahl der Hinweise sprechen dafür. Mikroglia besitzen die Fähigkeit ihre Umgebung 
massiv zu schädigen und Zytokine zu sezernieren, sie spielen eine entscheidende Rolle bei 
der Entstehung eines Teufelskreises, der zu anhaltender chronischer Neuroinflammation 
beiträgt (Lijia et al., 2012, Qian et al., 2010, Maquire-Zeiss et al., 2010, Zecca et al., 2008). 
 
Mikroglia als Elemente der angeborenen Immunität erkennen intra- und extrazelluläre 
molekulare Muster mithilfe von Mustererkennungsrezeptoren (PRR). Eine  maßgebliche Rolle 
spielen TLR, diese erkennen eine breite Palette von Pathogen-assoziierten molekularen 
Mustern (PAMPs) von Bakterien, Viren, Pilzen, Hefen und Parasiten (Medzhitov 2001), aber 
auch endogene, sogenannte Gefahr-assoziierte molekulare Muster (DAMPs). In Mikroglia und 
Astrozyten werden u.a. TLR-2,-3,-4 und -9 exprimiert (Lee et al., 2013, Bsibsi et al., 2002). 
Lipopolysaccharide (LPS) gramnegativer Bakterien sind exogene Liganden von TLR-4 
(Poltorak et al., 1998). Endogene Liganden von TLR-4 sind u.a. Hitzeschockproteine (Asea et 
al., 2002, Vabulas et al., 2001), High Mobility Group Box-1 (HMGB1) (Park et al., 2004), β-
Defensin (Biragyn et al., 2004), Protein S100 (Vogl et al., 2007), oxidierte LDL (Miller et al., 
2004) und gesättigte Fettsäuren (Shi et al., 2006). TLR-4 kann mit seinen Begleitproteinen u.a. 
den Transkriptionsfaktor Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B-cells (NF-
κB) und die Mitogen-aktivierten Protein-Kinasen (MAP-K) Extracellular signal-regulated kinase 
(ERK) 1 und 2 aktivieren (Küper et al., 2012, Yang et al., 2000). ERK 1 und 2 besitzen eine 
hohe strukturelle und funktionelle Homologie, sie werden daher gemeinsam als ERK1/2 
bezeichnet (Roskoski, 2012). Das durch Rezeptortyrosinkinasen aktivierte 
Rattensarkomprotein (Ras) kann u.a. MAP-Kinase-Kinase (MEK) und NF-κB aktivieren 
(Chang et al., 2003, Peyssinnaux et al.2000, Yan et al., 1998). ERK 1 und 2 sind 
Serin/Threoninkinasen und werden per Phosphorylierung durch MEK 1 und 2 zu pERK 1/2 
aktiviert (Pouyssegur et al.,2002, Xu et al., 1995). ERK sind als essentielle Schaltstellen der 
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intrazellulären Signaltransduktion u.a. an der Regulation von Zellwachstum, 
Zelldifferenzierung, Apoptose und Astrogliosereaktion beteiligt (Kyosseva, 2004, Carbonell et 
al., 2003). PERK kann seinerseits verschiedene Zielstrukturen phosphorylieren und damit u.a. 
die Transkriptionsfaktoren c-Myc, c-Jun, Aktivatorprotein 1 (AP-1), NF-κB (via NF-κB-Inhibitor-
kinase (IKK)) und cAMP-response-element-binding protein (CREB) via ribosomale s6-Kinase 
(RSK) aktivieren (Chang et al., 2003, Blenis 1993). In der Folge kann die Transkription von IL-
6 durch AP-1 und von pro-IL-1β und  TNF-α durch AP-1 und NF-κB eingeleitet werden (Jeon 
et al., 2000, Kolbus et al., 2000, Van den Berghe et al., 2000, Cogswell et al., 1994, Collart et 
al., 1990).  
Die Freisetzung von IL-1β aus pro-IL-1β durch Caspase 1 unterliegt der Regulation großer 
intrazellulärer multimolekularer Komplexe, welche Inflammasome genannt werden (Proell et 
al., 2008). Das umfangreich untersuchte Nacht-, LRR- und PYD-Domänen-enthaltendes 
Protein-3 (NLRP3)-Inflammasom wird u.a. durch hohe extrazelluläre ATP-Spiegel (Pelegrin 
und Surprenant, 2006), niedrige intrazelluläre Kaliumspiegel (Fernandes-Alnemri et al., 2007), 
durch Amyloid-β (Halle et al., 2008), reaktive Sauerstoffspezies (ROS) (Jin und Flavell, 2010), 
bakterielle Lipoproteine und - Toxine (Meixenberger et al., 2010, Munoz-Planillo et al., 2009), 
Pilzantigene (Hise et al., 2009) und virale RNA (Allen et al., 2009) aktiviert. Weiter kann auch 
über den Inflammasomweg eine Aktivierung von NF-κB erfolgen (Sarkar et al., 2006). 
 
Die  im vorigen Absatz beschriebene Signalkaskade kann also durch viele verschiedene 
Stimuli aktiviert werden und innerhalb kurzer Zeit zur Freisetzung von IL-1ß führen. IL-1β wird 
als Schlüsselzytokin der angeborenen Immunabwehr im ZNS angesehen, es ist biologisch 
hochpotent und bewirkt seine Effekte wahrscheinlich auto- oder parakrin über TLR4, was zur 
Produktion von iNOS, interzellulärem Adhäsionsmolekül 1 (ICAM-1) und Cyclooxigenase 2 
(COX-2) führt (Hanamsagar et al., 2012, Dinarello, 2010). Auch im mit 6-Hydroxydopamin (6-
OHDA) induzierten Parkinson-Mausmodell bewirkt IL-1β eine verstärkte Aktivität der iNOS 
(Godoy et al., 2008). IL-1β ist ein wichtiger Mediator akuter und chronischer inflammatorischer 
neurodegenerativer Prozesse, darunter auch der dopaminergen Degeneration (Ferrari et al., 
2006, Allan et al., 2005). IL-1β scheint auch die Astrogliosereaktion zu initiieren (Herx und 
Yong, 2001). Durch NF-κB aktiviert IL-1β u.a. die Transkription von IL-6, TNF-α und seines 
eigenen Vorläuferpeptids (Srinivasan et al., 2004).  
 
NF-κB aktiviert die Transkription der iNOS via p38 und c-Jun-N-terminale Kinase (JNK) in 
Mikroglia (Kim et al., 2012). Aktivierte Mikroglia bilden mithilfe der iNOS aus L-Arginin NO. 
Die Menge des produzierten NO korreliert mit der Expression der iNOS, da sie im Gegensatz 
zu den konstitutiv exprimierten NO-Synthasen eNOS und nNOS nur irreversibel aktiviert 
werden kann (Stuehr 1999, Xie et al., 1992). Eine Regulationsmöglichkeit besteht jedoch 
über den verhältnismäßig schnellen Turnover des Enzyms (Kolodziejski et al., 2004). NO 
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wird von Mikroglia als Kampfstoff gegen Pathogene verwendet (Mocada et al., 1991), von 
Nervenzellen als Neurotransmitter, (Jaffrey und Snyder 1995) und von Endothelzellen zur 
Regulation des Tonus’ der glatten Gefäßwandmuskulatur (Furchgott et al., 1984).  
NO schädigt u.a. neuronale Zellen (Boje et al., 1992). NO kann an der Zellwand mit dem dort 
durch die Nikotinamidadenindinukleotidphosphat-(NADPH)-Oxidase gebildeten Hyperoxid 
zum hochreaktiven Peroxynitrit reagieren (Beckman et al., 1990), welches mit seiner Säure im 
Gleichgewicht steht und mit Kohlendioxid zum hochreaktiven Nitroseperoxycarbonat 
weiterreagieren kann (Pryor et al., 1994). Die beim Zerfall von Nitroseperoxycarbonat 
entstehenden Produkte können Tyrosine nitrieren (Pavlovic und Santaniello, 2007).  
Peroxynitrit kann die DNA durch multiple Oxidierungen von Purinen und Pyrimidinen 
schädigen (Ohshima et al., 2006), ungesättigte Fettsäuren oxidieren (Trostchansky et al., 
2013) und Proteine nitrieren und oxidieren (Kalyanaraman 2013).  Die exzessive Expression 
der iNOS und die damit verbundene vermehrte Produktion von Stickstoffradikalen (RNS) 
schädigt insbesondere auch dopaminerge Neurone der SN im Rahmen der Pathogenese der 
PD (Przedborski und Ischiropoulus, 2005). Mikroglia-produzierte RNS spielen wahrscheinlich 
auch eine große Rolle in der Pathogenese des AD (Reynolds et al., 2007, Calabrese et al., 
2006). Die relativ geringen antioxidativen Kapazitäten bei hohem Energieumsatz können eine 
erhöhte oxidative Verwundbarkeit des Gehirns erklären (Uttara et al., 2009). Darüber hinaus 
verstärkt NO die astrozytäre TNF-α-Produktion (Hirsch et al., 2009). 
 
IL-6 scheint gerade in der Frühphase der Entzündungsreaktion von Bedeutung zu sein 
(Galiano et al., 2001). Im ZNS wird IL-6 hauptsächlich von Astrozyten produziert. Im Rahmen 
von Neuroinflammation spielt es eine wichtige Rolle in Astrogliose, Mikrogliose und der 
Integrität der Blut-Hirn-Schranke (Spooren et al., 2011, Woiciechowsky et al., 2004).  
 
TNF-α ist ein multifunktionelles proinflammatorisches Zytokin. Es wird von Astrozyten, 
Mikroglia und Neuronen produziert (Park et al., 2010) und kommt an Entzündungsherden im 
Gehirn vermehrt vor, was eine Beteiligung am Krankheitsfortschritt und neuronalem Schaden 
impliziert – und es damit zu einem Ziel der Entwicklung neuer Therapien zur Behandlung 
neurodegenerativer Erkrankungen macht (Tansey et al., 2008). Es liegen umfangreiche 
experimentelle Beweise vor, dass TNF-α bei chronischer Neuroinflammation eine 
Schlüsselstelle für Krankheitsfortschritt, Gliareaktion, Demyelinisierung, Entzündung, Blut-






Astrozyten bilden das mechanische Gerüst des ZNS und regulieren akribisch das 
Extrazellulärmilieu in ihrer Umgebung, um optimale Bedingungen für die Neurone zu 
gewährleisten (Sidoryk-Wegrzynowicz et al., 2011).  Ihnen wurde lange eine neuroprotektive 
Rolle bei entzündlichen Prozessen zugeschrieben, denn sie können ROS entgiften oder 
neurotrophe Faktoren wie Glial-derived-neurotrophic factor (GDNF) sezernieren (Lin et al., 
1993). Allerdings können Astrozyten innerhalb der Parkinsonpathogenese auch schädliche 
Einflüsse auf Neuronen ausüben, beispielsweise durch vermehrte Expression des Enzyms 
Myeloperoxidase, welches die Produktion von Oxidantien katalysiert (Choi et al., 2005). 
Einigkeit besteht über die konstitutive Expression von TLR-3 in Astrozyten (Park et al., 2006), 
die Expression von TLR-2, -4, -5 und -9 scheint nur im aktivierten Zustand möglich (Bowman 
et al., 2003). Astrozyten können pro- und antiinflammatorische Moleküle sezernieren und 
womöglich die mikrogliale Aktivität modulieren (McGeer, 2008). Die astrozytäre iNOS-
Expression ist umstritten, möglicherweise induzieren IL-1β und TNF-α aus Mikroglia und 
Interferon-gamma (IFN-γ) aus T-Lymphozyten seine Synthese (John et al., 2003). IL-1β und 
LPS induzieren die astrozytäre Produktion von TNF-α (Goldfeld et al., 1990).  
 
Astrozyten erscheinen morphologisch in zwei Hauptformen, als langgestreckte Faserglia 
hauptsächlich in der weißen Substanz und als protoplasmatische Astrozyten (Kimelberg, 
2010). Letztere akkumulieren möglicherweise alpha-Synuclein im Rahmen der Pathogenese 
des PD (Song et al., 2009). Im weiteren Krankheitsverlauf werden stetig mehr Astrozyten in 
den Prozess mit einbezogen, einhergehend mit einer  wachsenden mikroglialen Antwort 




1.4  Kava – Piper methysticum 
Auf der Suche nach Substanzen, welche dem schädlichen Prozess der chronischen 
Überaktivierung des angeborenen Immunsystems im ZNS Einhalt gebieten können, wurde in 
dieser Dissertation der Einfluss von Kavalaktonen auf Gliazellen untersucht. Kavalaktone 
werden aus der Kavapflanze (Abb. 1.1), einem Pfefferabkömmling, welcher in Teilen der 
Südsee traditionell kultiviert und dessen Wurzeln rituell konsumiert werden, gewonnen.  
 
 
Abb. 1.1: Piper methysticum. Blätter und Blütenspitzen. Aufgenommen von Forest & Kim Starr, 
149 Hawea Pl., Makawao, HI 96768, USA. 
 
1.4.1  Geschichte 
Kavalaktone oder Kavapyrone stellen einen Teil der aktiven Inhaltsstoffe der Pfefferpflanze 
Piper methysticum dar. Sie ist seit mindestens dreitausend Jahren auf den Inseln des zentralen 
Pazifiks zu finden und ein domestizierter Abkömmling des wilden Pfeffers Piper wichmanii 
(Lebot et al., 1992, Brunton, 1989). Traditionell wird die Wurzel (Abb. 1.2) des Gewächses 
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zerkleinert und mit Wasser aufgegossen. Der Effekt des Konsums wurde von Hocart 1929 
folgendermaßen beschrieben: „Angenehm, warm, heiter und gesellig, aber träge und nicht 
gesprächig, der Verstand ist nicht beeinträchtigt“ (Hocart, 1929). Die Insulaner benutzen Kava 
um Gäste willkommen zu heißen, zu Beginn oder am Ende von Arbeiten in den Dörfern, als 
Vorbereitung vor Reisen und Ausflügen, um Häuptlinge und Titel zu honorieren, Verträge zu 
ratifizieren, Geburten, Hochzeiten und Todesfälle zu feiern, vor Kriegen oder Fehden, um 
Götter zu ehren und Kranke zu heilen (Singh, 1992). Zur Zeit der ersten europäischen 
Observationen wurde Kava in allen drei geographischen Regionen des Pazifiks angebaut und 
kultiviert. Die meisten Polynesier, viele Melanesier und einige Micronesier nutzten die Pflanze 
in der Geschichte und viele führen dieses bis heute fort (Lindstrom, 2004). Erste 
wissenschaftliche Abhandlungen hierzu stammen von Cook (1785), später haben u.a. Newell 
(1947) und Titcomb (1948) über den lokalen Gebrauch der Kavapflanze im Pazifikraum im 
zwanzigsten Jahrhundert berichtet. 
 
 
Abb. 1.2: Piper methysticum. Getrocknete laterale Wurzeln. (Aufnahme: J.Neumann) 
 
Die chemische Untersuchung der Inhaltsstoffe von Piper methysticum wurde durch Gobley, 
O’Rorke und Cuzent begonnen, sie alle identifizierten unabhängig voneinander die neutralen 
kristallinen Verbindungen Methysticin und „Kavahine“ (Cuzent, 1861, Gobley, 1860, O’Rorke, 
1860). Gut zehn Jahre später wurde eine weitere neutrale kristalline Verbindung von Nölting 
und Kopp entdeckt, von Lewin bestätigt und Yangonin genannt (Lewin, 1886, Nölting und 
Kopp, 1874). Bei der genaueren Strukturanalyse von Methysticin, Kavain und Dihydrokavain 
taten sich vor allem die deutschen Chemiker Borsche und später Achenbach und Hänsel mit 
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ihren Forschungsgruppen hervor (Aschenbach und Regel 1973, Hänsel, 1968, Borsche und 
Peitzsch, 1930). 
 
1.4.2 Chemische Struktur 
Kavalaktone besitzen einen Laktonring, welcher an Position 4 eine Methoxygruppe aufweist, 
sowie einen Benzolring mit verschiedenen Substituenten. Die Ringe sind durch eine 
dreigliedrige Kohlenstoffbrücke verbunden. Interessanterweise ähneln Kavalaktone sowohl 
strukturell als auch in ihrer Wirkung dem Resveratrol, welches jedoch ein Stilbenderivat ist und 
im Gegensatz zu den Kavalaktonen keinen Laktonring besitzt. Resveratrol ist ein bekanntes 
Antioxidans, u.a. in roten Wein enthalten, und besitzt neuroprotektive und antiinflammatorische 
Eigenschaften (Lu et al., 2010).  
Kavalaktone besitzen verheißungsvolle pharmazeutische Eigenschaften wie gute Löslichkeit 
und hohe Zellpermeabilität (Polastri et al., 2009). Wurden Kavalaktone traditionell in kalten 
Wasseremulsionen konsumiert, so besteht die moderne Darreichungsform meist aus 
höherpotenten alkoholischen Extrakten in Tablettenform. 
 
a     b    c 
 
          Kavain                                              Methysticin             Yangonin 
 
 
Abb. 1.3: Chemische Struktur der Kavalaktone. Der Laktonring von Kavain (a) ist an Position 12 mit 
einer weiteren Methoxygruppe substituiert. Beim Methysticin (b) ist der Benzolring an Position 12 und 
13 zu einem Benzodioxol erweitert, im Fall von Yangonin (c) ist der Benzolring frei von weiteren 
Substituenten. Abbildungen gezeichnet von Uwe Schüßler, Universität Bremen.  
 
1.4.2  Nebenwirkungen 
Kavaprodukte wurden ab 1992 in vielen westlichen Ländern als „sanfte Anxiolytika“ 
zunehmend beliebt, dieser Zeitabschnitt wird „Kava-Boom“ genannt. Kavapräparate waren 
damals rezeptfrei erhältlich. Insbesondere 1996 und 1998 gab es einen enormen Anstieg der 
Kavaexporte, zumeist in die USA und nach Deutschland. Während dieser Zeit benutzten 
schätzungsweise 1,3 Millionen Menschen allein in Deutschland Kavapräparate. 1998 tauchten 
erste Berichte über Lebertoxizität im Zusammenhang mit dem Konsum von Kavaprodukten 
auf. Im Jahr 2000 verbot die Interkantonale Kontrollstelle (IKS) aufgrund von vier Fällen von 
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Lebertoxizität Kavaprodukte die mit Azeton extrahiert worden waren in der Schweiz. 2001 
begann das Bundesamt für Arzneimittel und Medizinprodukte (BfArM) eine gründlichere 
Untersuchung des Zusammenhanges von Lebertoxizität und Kavakonsum. Um die 
Jahreswende 2001-02 sprachen viele EU-Länder Sicherheitswarnungen für Kavaprodukte 
aus. Ende 2001 war der Kavamarkt, obwohl noch keine Verbote ausgesprochen worden 
waren, effektiv zusammengebrochen. Im Juni 2002 verboten BfArM und IKS den Verkauf 
kavahaltiger Produkte aufgrund von 41 Fällen von Lebertoxizität in Deutschland und ingesamt 
73 Fällen weltweit. Hierauf wurden Kavalaktone in vielen weiteren Ländern als Arzneimittel 
verboten. Die Qualität der Fallberichte war jedoch unterschiedlich, wie auch die Schwere der 
berichteten Leberbeschwerden. Die US-amerikanische Federal Drug Administraion (FDA) 
sprach eine Warnung für Kavaprodukte aus. Die Ursache für die Leberschädlichkeit einiger 
Kavaprodukte ist bis heute nicht sicher geklärt (Baker, 2011). Die Lebertoxizität von 
Kavazubereitungen und –extrakten ist bis heute Gegenstand einer wissenschaftlichen 
Kontroverse (Olsen et al., 2011, Teschke et al., 2011, Rowe, 2011). Zu erwähnen ist an dieser 
Stelle auch ein besonderer Einzelfall einer 45-jährigen Frau, die nach mehrtägiger Einnahme 
eines Kavaextraktes eine schwere parkinsonoide Sympotmatik entwickelte, welche sich unter 
der Gabe von Anticholinergika besserte. In ihrer Familie waren allerdings auch gehäuft Fälle 
essentiellen Tremors aufgetreten (Mesequer et al., 2002). Der Effekt starken Kavakonsums 
auf die Haut wurde bereits früh beschrieben (Titcomb, 1948, Thomson, 1908, Beechey, 1831). 
Die Läsionen werden auf fijianisch „kani“ oder „kanikani“ genannt. Zu ihrer Entstehung bedarf 
es regelmäßigem, beinahe täglichem Kavakonsum von mehreren Monaten bis zu einem Jahr. 
Dabei wird die Haut trocken, gelblich und schuppenbedeckt. Besonders betroffen sind 
Handflächen, Fußsohlen, Unterarme, Rücken und Schienenbeine (Singh, 2004). Es gab 
verschiedene Theorien zur Ätiologie dieses Phänomens: Ansammlung von 
Pflanzenpigmenten (Shulgin, 1973) oder Kavalaktonen (Siegel, 1976) in der Haut, chronisch-
allergische Dermatitis (Lebot und Cabalion, 1988), eine Pellagra-ähnliche Dermatose (Frater, 
1958) und Reduktion glandulärer Sekretion (Davidson, 1899). Letzterer vermutete eine 
Interferenz von Kava und Vitamin D-Metabolismus. Der Zustand ließ sich nämlich auch in den 
schlimmsten Fällen durch eine Reduktion des Kavakonsums und eine ausgeglichene Diät 
beheben. Später ging man von einer Interferenz von Kava und Cholesterolmetabolismus aus. 
Die zugrunde liegenden Daten stammen von einer Studie an einer australischen Aboriginee-
Population, in welcher größte Mengen Kava konsumiert werden (Norton und Ruze, 1994, 
Mathews et al., 1988) Eine neuere Publikation beschreibt den proinflammatorischen Effekt 
eines Kavaextrakts auf Mastzellen, welche an der Pathogenese der Kava-Dermopathie 
beteiligt sein könnten. Dieser Effekt konnte durch Stimulation mit purifizierten Kavalaktonen 
nicht repliziert werden und muss folglich durch die Wirkung des Gesamtextraktes und seiner 
Zusammensetzung bedingt sein (Shimoda et al., 2012).  Allerdings tritt die hier beschriebene 
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und im Englischen „kava dermopathy“ genannte Nebenwirkung nur bei starkem und 
regelmäßigem Konsum auf und ist stets reversibel, so der Konsens der Autorenschaft. 
 
1.4.3 Effekte 
Kavalaktone sind bekannt als effektive und relativ nebenwirkungsarme alternative Anxiolytika. 
Sie besitzen sedierende, analgetische, lokalanästethische, antikonvulsive und neuroprotektive 
Eigenschaften (Singh, 2002, Backhauss et al., 1992). Epidemiologische Daten zeigen eine 
inverse Korrelation von durchschnittlichem Kavakonsum und der Häufigkeit von Malignomen 
insgesamt und Kolonkarzinomen im Speziellen (Triolet et al., 2012, Steiner, 2000, Henderson 
et al., 1995).  Vielen Kavalaktonen konnte eine fungizide Wirkung nachgewiesen werden, was 
ihre ursprüngliche Funktion in der Pflanzenwurzel erklären könnte (Xuan et al., 2006, Hänsel, 
1968). Kavain vermag durch den Methylphenyltetrahydropyridin (MPTP) induzierten 
Untergang dopaminerger Neurone im Mausmodell dramatisch zu reduzieren. Die Autoren 
vermuteten eine reduzierte glutamaterge Exzitotoxizität als Wirkmechanismus (Schmidt und 
Ferger, 2001). Einige Kavalaktone wiesen antioxidative und neuroprotektive in vitro und in  vivo 
Eigenschaften auf, indem sie die Expression einer Reihe antioxidativ wirksamer Gene über 
den Nucleic factor erythroid-derived like-2/ antioxidant response element-(Nrf2/ARE)-
Signalweg verstärkten (Wruck et al., 2008). Der Gruppe um Tanaka gelang es zwei Jahre 
später mit einem von ihnen entwickelten Kavalaktonderivat ebenfalls eine erheblich verstärkte 
Expression dieser Gene über denselben Signalweg zu erreichen und damit neurale PC12-
Zellen vor andernfalls tödlichem oxidativen Stress zu schützen (Tanaka et al., 2010). Einem 
standardisierten Kavaextrakt konnte im Mausmodell eine chemoprotektive und 
antikanzerogene Wirkung nachgewiesen werden (Johnson et al., 2011). Einige Kavalaktone, 
insbesondere Kavain, konnten in der humanen Monozytenleukämiezelllinie THP-1 eine LPS-
induzierte TNF-α-vermittelte Entzündung reduzieren und ließ Mäuse andernfalls tödliche 
Dosen von LPS überleben (Polastri et al., 2009). Die Gruppe um Shaik konnte im selben Jahr 
zeigen, dass Methysticin starke NF-κB-inhibierende Eigenschaften aufweist und die 
Tumorgenese in Lungengewebe verzögert (Shaik et al., 2009). Kavain kann (in hohen Dosen) 
die Aktivierung von NF-κB durch TNF-α sowie die damit verbundene veränderte 
Genexpression unterbinden (Folmer et al., 2006). Auch Yangonin kann die TNF-α-
Ausschüttung von Zelllinien vermindern (Hashimoto et al., 2003). 
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1.5  Zielsetzung 
Im vorangegangenen Teil wurde der aktuelle Forschungsstand über die Involvierung von 
Astrozyten und Mikroglia in chronische neurodegenerative Prozesse im Rahmen der PD 
beschrieben. Die zwangsweise simplifizierte Erforschung und Darstellung der 
molekularbiologischen Grundlagen wurde hierbei stets als Annäherung an die realen Abläufe 
gewertet, die schließlich einer verbesserten klinischen Behandlung betroffener Patienten 
zugute kommen soll.  
 
Vor diesem Hintergrund war das Ziel der vorliegenden Arbeit, den Einfluss von Kavain, 
Methysticin und Yangonin auf primäre Mikroglia und Astrozyten zu untersuchen.  Hierzu sollte 
zunächst die Toxizität der Substanzen untersucht werden, gefolgt von einer Analyse möglicher 
Effekte der oben genannten Kavalaktone auf den zytosolischen NO-Gehalt und die 
Morphologie der Zellen. Anschließend sollte eine molekularbiologische Analyse des 
potentiellen Einflusses auf iNOS, IL-6, IL-1β und TNF-α erfolgen. Schließlich sollte der 
mögliche Einfluss auf Signalkaskaden untersucht werden und die gewonnenen Ergebnisse 
dann im Hinblick auf die publizierte Literatur diskutiert werden. 
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2.  Material und Methoden 
 
2.1 Material  
 
2.1.1 Geräte und Hilfsmittel 
Brutschrank Hera Cell 150    Heraeus (Hanau) 
Mikroskop Axiovert 200M    Zeiss (Jena) 
Mikroskop Axioskop     Zeiss (Jena) 
Mikroskop Wilovert     Hund (Wetzlar) 
Binokular STEMI V8     Zeiss (Jena) 
Blot-Kammer Trans-Blot SD Cell   Bio-Rad (München) 
Digitalkamera 429k     Herolab (Wiesloch) 
Elektrodenkammer     Bio-Rad (München) 
Elektrophoresekammer    Biometra (Göttingen) 
Filmcassette Hypercassette    Amersham (Freiburg) 
Gelgießstand      Bio-Rad (München) 
Take 3 Multi Volume Plate    Biotek (Bad Friedrichshall) 
Plattenausleser EAR 340 ATTC   Tecan (CH-Männedorf) 
Plattenausleser GENios Basic   Tecan (CH-Männedorf) 
Präzisionswaage BP 610    Sartorius (Göttingen) 
Rotationsschüttler     Gerhard (Bonn) 
Sprectrophotometer U-2000    Hitachi (Krefeld) 
Spektroskop Epoch, multi volume   Biotek (Bad Friedrichshall) 
Stromquelle Power Pac 200    Bio-Rad (München) 
Thermocycler ABI 7000    Applied Biosystems (Darmstadt) 
Thermocycler ABI 7500 fast    Applied Biosystems (Darmstadt) 
Thermocycler Gene AMP-9700   Applied Biosystems (Darmstadt) 
Thermomixer Compact    Eppendorf (Hamburg) 
Ultrospec 3100pro     Amersham (Freiburg) 
Vortex Genie 2     Scientific Industries (Karlsruhe) 
Wasserbad      Köttermann (Uetze/Hänigsen) 
Zählkammer Neubauer 0,0025mm² Raster  Roth (Karlsruhe) 
Zentrifuge 5804 R     Eppendorf (Hamburg) 






Chemilumineszensfilm „Hyperfilm ECL“   Amersham (Freiburg) 
Deckgläser (Ø12mm, 26mm)   Menzel (Braunschweig) 
Maxisorp-Platten (96-Napf)    Nunc (Langenselbold) 
Objektträger      Omnilab (Bremen) 
PCR-Platte (96-Napf)     Sarstedt (Nürmbrecht) 
Petrischalen (60x15mm)    Sarstedt (Nürmbrecht) 
Pipettenspitzen     Eppendorf (Hamburg) 
PVDF-Membran      GE (Freiburg) 
Reaktionsgefäße (0,2ml)    Eppendorf (Hamburg) 
Reaktionsgefäße (0,5ml)    Eppendorf (Hamburg) 
Reaktionsgefäße (1,5ml)    Eppendorf (Hamburg) 
Whatmann Pappe     Whatmann (Dassel) 
Zellkulturplatten 6-, 24- und 96-Loch  Sarstedt (Nürmbrecht) 
Zellkulturflaschen 25cm² und 75cm²   Sarstedt (Nürmbrecht) 
Zellschaber      Sarstedt (Nürmbrecht) 
Zentrifugenröhrchen     Sarstedt (Nürmbrecht) 
 
2.1.3 Chemikalien 
Azeton       Merck (Darmstadt) 
Acrylamid/ Bisacrylamid (29:1)   Bio-Rad (München) 
Agarose       Roth (Karsruhe) 
Ammoniumpersulfat     Merck (Darmstadt) 
Amphotericin       Sigma (Hamburg) 
Bio-Rad Protein Assay     Bio-Rad (München) 
Bovines Rinderserumalbumin (BSA)  Serva, Heidelberg 
Borsäure      Merck (Darmstadt) 
Bradford-Reagenz     Bio-Rad (München) 
Bromphenolblau      Riedel-de Haen (Seelze) 
Milchpulver       Reformhaus 
Chloroform      Sigma (Hamburg) 
Chlorwasserstoff     Roth (Karsruhe) 
Coomassie Blue     Bio-Rad (München) 
Desoxynukleotidmix 10mM    5-Prime (Hamburg) 
Dimethylsulfoxid (DMSO)    Sigma (Hamburg) 
DNA-Längenstandard    Promega (Mannheim) 
Dulbecco’s modified eagle medium (DMEM)  (Invitrogen, Darmstadt) 
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Dulbecco’s Phosphat-gepufferte    Invitrogen (Darmstadt) 
Kochsalzlösung (DPBS)      
Entwicklungslösung     Roth (Karlsruhe) 
Ethylendiamintetraazetat (EDTA)    Roth (Karsruhe)  
Ethanol      Merck (Darmstadt) 
Ethidiumbromid      Fluka (Buchs) 
Essigsäure      Merck (Darmstadt) 
DNase I, RNase-frei     Roche (Mannheim)    
Fluorodesoxyuridin     Sigma (Hamburg) 
Fetales Kälberserum (FKS)    Invitrogen (Darmstadt) 
Fixierlösung      Roth (Karlsruhe) 
Glutaraldehyd      Merck Schuchardt (Hohenbrunn) 
Glycin        Roth (Karsruhe) 
Glycerin       Merck (Darmstadt) 
Glycogen      Sigma (Hamburg 
Griess-Reagenz     Sigma (Hamburg) 
HEPES       Biomol (Hamburg)  
“Immu-Mount” Eindeckmedium   Thermo Scientific (Bonn) 
Isopropanol      Roth (Karlsruhe) 
Kaisers Glyceringelatine    Merck (Darmstadt) 
L-Glutamin       PAA (Cölbe) 
Lipopolysaccharid (LPS) aus    Sigma (Hamburg) 
Salmonella typhimurium      
2-Mercaptoethanol      Sigma (Hamburg) 
Methanol      Roth (Karsruhe) 
Natriumacetat      Merck (Darmstadt) 
Natriumchlorid (NaCl)     Roth (Karsruhe) 
Natriumdodecylsulfat (SDS)    Serva (Heidelberg) 
Natronlauge (NaOH)    Roth (Karsruhe) 
N,N-Dimethylformamid (DMF)   Merck (Darmstadt) 
Penicillin/ Streptomycin     PAA (Cölbe) 
Tetramethylethylendiamin (TEMED)   Roth (Karsruhe) 
Tetrazoliumbromid, 98%ig    Sigma (Hamburg) 
Trichloressigsäure      Merck (Darmstadt) 
Trishydroxymethylaminomethan (TRIS)   Sigma (Hamburg)  
TRIS-EDTA-Puffer     Amersham (Freiburg) 
Triton X-100       Sigma (Hamburg)  
Trypsin       Invitrogen (Darmstadt) 
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Tween 20       Roth (Karsruhe) 
Quiazol Reagenz     Quiagen (Hilden) 
 
2.1.4  Kavalaktone 
Zum Herstellen einer Stammlösung wurden die Kavalaktone in einer Konzentration von je 
5mM in 1%DMSO-haltigem DPBS gelöst. 
 
Kavain       Sigma (Hamburg) 
Methysticin      LKT Laboratories (St.Paul,MN,USA) 
Yangonin      LKT Laboratories (St.Paul,MN,USA) 
 
2.1.5 Enzyme, Primer und TaqMan®-Sonden 
Eukaryotische 18s-RNA    (Invitrogen, Darmstadt) 
Induzierbare NO-Synthase (iNOS)   (Invitrogen, Darmstadt) 
Interleukin-1β      (Invitrogen, Darmstadt) 
Interleukin-6      (Invitrogen, Darmstadt) 
Random Hexamer Primer (200µg/ml)  Fermentas (St.Leon-Rot) 
Revert Aid H Minus M-MuLV (200U/µl)  Fermentas (St.Leon-Rot) 
RNase freie DNase I (10U/µl)    Promega (Mannheim) 
Thermus Aquaticus DNA-Polymerase (5U/µl) Fermentas (St.Leon-Rot) 
Tumornekrosefaktor-alpha    (Invitrogen, Darmstadt) 
 
2.1.6 Gebrauchsfertige Kits       
ABC-Peroxidase-Kit     Linares (Wertheim-Bettingen) 
DAB-Substrat-Kit     Linares (Wertheim-Bettingen) 
DNTP-Kit      (VWR, Darmstadt) 
ECL Kit       GE (Freiburg) 
Rat IL-6 ELISA Kit (Nr. 550319)   BD Biosciences (Heidelberg) 
Rat TNF-α ELISA Kit (Nr.558535)    BD Biosciences (Heidelberg) 
RNase-free Dnase Kit    Promega (Mannheim) 
TaqMan Universal PCR Mastermix   Applied Biosystems (Darmstadt) 
TMB-Substrat-Kit      Fisher Scientific (Schwerte) 
 
2.1.7 Antikörper 
Goat-anti-rabbit IgG (1mg/ml)   Invitrogen (Karlsruhe) 
Rabbit anti-GFAP, polyclonal (2,8mg/ml)  Dako (Glostrup, DK)  
Rabbit-HRP-conj. IgG (1mg/ml)   Dianova (Hamburg) 
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Rabbit Phospho-p44/42 MAPK (Erk 1/2)  Cell Signaling Technology (Boston) 
(Thr 202/Tyr 204), polyclonal (200µg/ml) 
Rabbit p42 MAP Kinase (Erk2) (200µg/ml)  Cell Signaling Technology (Boston) 
Mouse-anti-rat, monoklonal OX-42 (0,5mg/ml) Vera-lab (Sussex, England) 
Goat-anti-mouse IgG (H+L, 1,5mg/ml)  Linares (Wertheim) 
 
2.1.8 Lösungen, Medien und Puffer 
Coomassie Blue-Färbelösung   1g Coomassie Blue 
       450 ml Methanol 
       450 Aqua bidest 
       100ml Essigsäure 
 
Dissoziationslösung     0,024 g HEPES 
       0,020 g Trypsin 
       0,002 g EDTA 
       35µl DNAse (1mg/ml) 
       ad 10ml DMEM 
 
Elektrodenpuffer (Laufpuffer, pH 8,2)  12,2 g Tris 
       57,6 g Glycin 
       4 g SDS  
       ad 4l Aqua bidest  
 
Gel-Färbelösung     500 ml Wasser 
       50 µl Ethidiumbromid 1% 
 
Gelpuffer I (pH 8,8)     1,5M Tris HCl 
       0,4% SDS, pH 8,8 
       Ad 250ml Aqua bidest 
 
Gelpuffer II (pH 6,8)     0,5M Tris HCl 
       0,4% SDS 
 
Kernextraktionspuffer A    10 mM HEPES 
       10 mM KCl 
       0,2 mM EDTA 
       1 mM Dithiotreitol 
       0,5 mM PMSF 
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       10 μg/ml Aprotinin 
       ad 5ml Aqua bidest 
 
Kernextraktionspuffer B    10 mM HEPES 
       0,4 M NaCl 
       0,2 mM EDTA 
       1 mM Dithiotreitol 
       0,5 mM PMSF 
       10 μg/ml Aprotinin 
       ad 5ml Aqua bidest 
 
Kulturmedium Mikroglia   500 ml DMEM (4,5g Glucose/l) 
60 ml FKS (bei 44-53ºC inaktiviert)  
5 ml L-Glutamin (200mM)   
5 ml Penicillin (10000U/ml) und  
Streptomycin (10mg/ml) in PBS 
 
Kulturmedium Astrozyten    500 ml DMEM (4,5 g Glucose/l) 
       60 ml FKS (bei 56°C inaktiviert) 
       5 ml L-Glutamin (200mM) 
       6 ml Penicillin (10000U/ml) und  
Streptomycin (10mg/ml) in PBS 
 
Gesamtproteinextraktionspuffer   10mM NaCl 
       50mM TRIS pH 7,5 
       5mM EDTA 
       1% Triton X-100 
       2mM Natrium-Vanadat 
   2,5 mM Natrium-Pyrophosphat 
   1mM β-Glycerol-phosphat 
   1mM Phenylmethylsulfonylfluorid 
 
Probenpuffer      0,23g SDS 
       1,25ml Gelpuffer II 
       1ml Glycin 
       50mM DTT 
       60µl APS 10% 
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       30µl TEMED    
       ad 10ml Aqua bidest 
 
Sammelgel (4,5%)     2,6 ml Gelpuffer II 
       1,67 ml Acrylamid 
       5,79ml Aqua bidest 
       60µl APS 10% 
       30µl TEMED 
 
Solubilisierungslösung    20g SDS gelöst in 70ml 50%-DMF 
       2,5ml 80%-Essigsäure 
       2,5ml 1N HCL 
      
TAE-Puffer       242g TRIS 
       57,1ml Eisessig 
   100ml 0,5 M EDTA-Lösung 
       ad 1l mit Aqua bidest 
 
Transferpuffer      25 mM TRIS 
       192 mM Glycin 
       10% Methanol 
 
Trenngel (12,5%)     2,5ml Gelpuffer I    
       4,17ml Acrylamid  
       3,29ml Aqua bidest 
       60µl APS 10% 
       30µl TEMED 
 
Tris-gepufferte Saline Tween (TBS-T)  50mM TRIS 
       150mM NaCl 
       1mM EDTA 
       0,1% Tween 
 
Waschpuffer (ELISA)     80g NaCl 
       11,6 Natriumhydrogenphoshpat 
       2g Kaliumhydrogenphosphat  
       2g Kaliumchlorid 
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       auf 10 L Wasser + 5ml Tween 
 
Zellablöselösung     0,030 g EDTA 
       0,003 g Trypsin 
       25ml PBS 
 
Zamboni-Fixierlösung    8g Paraformaldehyd gelöst in  
       35ml gesättigter Pikrinsäure 
       ad 200ml Phospatpuffer 
 
2.1.9 Software 
Axiovision 4.7      Zeiss (Jena) 
ABI Prism 7000 SDS     Applied Biosystems ( Darmstadt) 
PCBAS 2.09      (Raytest, Straubenhardt) 
Prism 5      (GraphPad, La Jolla, USA) 
 
2.1.10 Versuchstiere 
Die in dieser Arbeit verwendeten Zellen wurden neugeborenen, ein- bis drei Tage alten Ratten 
vom Stamm Wistar entnommen. Die Ratten wurden unter Standardbedingungen im Victor-
Hensen-Tierhaus der vorklinischen Institute der Chistian-Albrechts-Universität Kiel gehalten. 
 
2.2  Methoden 
 
2.2.1  Gewinnung primärer Mikroglia und Astrozyten 
10-12 neugeborene Ratten wurden mittels Skalpell dekapitiert, die Gehirne entnommen und 
in Gewebekulturschälchen überführt. In semisteriler Arbeitsweise wurden die Gehirne mit 1% 
Penicillin/Streptomycin-enthaltendem DPBS gespült, von den Meningen befreit und  
Kleinhirne, Dienzephali, Hippocampi und Bulbi olfactorii entfernt. Die verbleibenden Kortizes 
und Mesenzephali wurden in separate Gewebekulturschälchen mit DPBS überführt und 
mechanisch zerkleinert. Nach Überführung der Gewebestückchen in 10ml-
Zentrifugenröhrchen folgte eine dreißigminütige Inkubation in 3ml Dissoziationslösung mit 35µl 
DNase im Wasserbad bei 37°C, wobei nach fünfzehn Minuten der Überstand verworfen und 
neue Dissoziationslösung hinzugefügt wurde. Der Trypsinaktivität in der Dissoziationslösung 
wurde anschließend durch Zugabe von je 2ml FKS-haltigem Medium, supplementiert mit 50µl 
DNase, gestoppt. Es folgte eine Zentrifugation bei 500 x g für fünf Minuten, nach Verwerfen 
der Überstände wurden die dissoziierten Zellen in je 1ml Mikroglia- bzw. Astrozytenmedium 
aufgenommen, mit einer Pasteurpipette resuspendiert und vereinzelt. 
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2.2.2 Kultur, Aussaat und Stimulation von Mikroglia 
Für die Kultivierung der Mikroglia wurden die aus zwei dissoziierten Kortizes bzw. aus zwei 
dissoziierten Mesenzephali gewonnenen Zellen mit 8 ml Mikrogliamedium in eine 75cm²-
Zellkulturflasche ausgesät und bei 37°C und 8,4%CO2-Sättigung im Brutschrank für 
durchschnittlich zehn Tage inkubiert, bevor mit der Ernte begonnen wurde. Das Kulturmedium 
wurde erstmalig nach vierundzwanzig Stunden und anschließend alle zwei Tage bis zur 
Zellernte gewechselt. Für die Ernte der Mikroglia wurden die Flaschen per Hand geschüttelt, 
um die Mikroglia vom Astrozytenrasen zu lösen. Die freischwimmenden Mikogliazellen wurden 
mit dem Kulturmedium in 50ml-Zentrifugenröhrchen dekantiert, hierbei wurden mesenzephale 
und kortikale Mikroglia wieder zusammengeführt. Es folgte eine Zentrifugation bei 500 x g für 
fünf Minuten, der Überstand wurde verworfen und das Zellpellet in 1ml Mikrogliamedium 
resuspendiert. Zur Bestimmung der Zellzahl wurden je 10µl der Zellsuspension und 
Trypanblau gemischt und die Zellen in einer Neubauer-Zählkammer unter dem Mikroskop 
ausgezählt. Die Zellen wurden dann in der gewünschten Dichte ausgesät.  
Im Folgenden sind die Mikrogliaaussaatdichten für die unterschiedlichen Experimente 
angegeben.  
 
MTT-Test:    100.000 Zellen/Napf in 96-Napf-Zellkulturplatte. 
NO-Messung:    100.000 Zellen/Napf in 96-Napf-Zellkulturplatte  
Quantitative Echtzeit-PCR (qPCR): 1.000.000 Zellen/Napf in 12-Napf-Zellkulturplatte 
ELISA:     1.000.000 Zellen/Napf in 12-Napf-Zellkulturplatte 
Western Blot:     1.000.000 Zellen/Napf in12-Napf-Zellkulturplatte 
Coomassie Blue-Färbung:  200.000 Zellen/Deckglas  
 
Nach einer eintägigen Wachstumsphase wurden die Mikroglia stimuliert. Hierzu erfolgte in den 
Experimentalgruppen zunächst eine dreißigminütige Präinkubation mit Kavain, Methysticin 
und/oder Yangonin (5µM), fakultativ gefolgt von einer Inkubation mit LPS (5ng/ml). Gleichzeitig 
erhielten Kontrollansätze lediglich ein äquivalentes Volumen an DPBS. Die Stimulationsdauer 
betrug für MTT-Tests und NO-Messungen vierundzwanzig Stunden, für qPCR sechs oder 
vierundzwanzig Stunden, für ELISA vierundzwanzig Stunden, für Western Blot – Analysen 
fünfzehn Minuten und für die Coomassie-Färbungen vierundzwanzig Stunden. 
  
2.2.3 Kultur, Aussaat und Stimulation von Astrozyten 
Für die Kultivierung der Astrozyten wurden die aus zwei dissoziierten Kortexhälften 
gewonnenen Zellen in drei 25cm²-Zellkulturflaschen in je 8ml Astrozytenmedium ausgesät und 
das Medium alle achtundvierzig Stunden gewechselt. Am 6. und 8. Kulturtag wurden dem 
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Medium je 2,5µg/ml Amphotericin hinzugefügt. Am 9. Kulturtag wurden die Zellkulturflaschen 
zur Entfernung der Oligodendrozyten und Mikroglia zwanzig Stunden bei Raumtemperatur auf 
dem Rotationsschüttler geschüttelt. Die Filterdeckel der Zellkulturflaschen wurden hierfür mit 
Parafilm verschlossen. Danach wurde der Zellkulturüberstand verworfen und dem neuen 
Astrozytenmedium 10µM Fluorodesoxyuridin (FDU) hinzugefügt, um den Anteil an Mikroglia 
weiter zu reduzieren. Nach weiterer eintägiger Kultivierung im Brutschrank bei 37°C und 8,4% 
CO2 erfolgte ein erneuter Mediumwechsel mit FDU, gefolgt von einer weiteren zweitägigen 
Kultivierung.  
 
Anschließend wurden die Zellen mit Dulbecco’s Phosphat-gepufferter Kochsalzlösung (DPBS) 
gespült, zwanzig Sekunden mit 2ml der Ablöselösung behandelt, der Überstand verworfen und 
die Zellen für zwei Minuten im Brutschrank inkubiert, abgeklopft, und dann pro Zellkulturflasche 
3ml Astrozytenmedium hinzugegeben. Die verbliebenen Zellen wurden mit einem Zellschaber 
vom Boden abgelöst und durch mehrmalige Resuspension vereinzelt. Die Zellsuspension 
wurde in ein Gewebekulturschälchen überführt und für zehn Minuten in den Brutschrank 
gestellt, damit sich die verbliebenen Mikroglia am Boden absetzen. Der astrozytenreiche 
Überstand wurde in ein 10ml Zentrifugenröhrchen überführt. Es folgte ein fünfminütige 
Zentrifugation bei 700 x g, der Überstand wurde verworfen, und das Zellpellet in 2ml 
Astrozytenmedium resuspendiert. Dann wurden die Zellen in der Neubauerzählkammer 
gezählt und den Versuchen entsprechend ausgesät. Im Folgenden sind die Aussaatdichten 
für die unterschiedlichen Experimente angegeben.  
 
MTT-Test:    10.000 Zellen/Napf in 96-Napf-Zellkulturplatte. 
Quantitative Echtzeit-PCR:  150.000 Zellen/Napf in 12-Napf-Zellkulturplatte 
Immunzytochemie mit OX-42: 150.000 Zellen/Napf in 12-Napf-Zellkulturplatte 
 
Die Wachstumsphase der ausgesäten Astrozyten erfolgte bis zum Erreichen eines konfluenten 
Zellrasens, üblicherweise wurde dies nach 6-8 Tagen erreicht. Während dieser Phase erfolgte 
ein regelmäßiger Wechsel des Mediums. Für die Stimulation der Astrozyten erfolgte in den 
Experimentalgruppen zunächst eine dreißigminütige Präinkubation mit Kavain, Methysticin 
und/oder Yangonin (5µM), fakultativ gefolgt von einer Inkubation mit LPS (10ng/ml). 
Gleichzeitig erhielten Kontrollansätze lediglich ein äquivalentes Volumen an DPBS. Die 
Stimulationsdauer betrug für MTT-Tests vierundzwanzig Stunden, für qPCR sechs oder 





2.2.4 Immunzytochemische Reinheitskontrolle der Astrozytenkultur  
Um die Reinheit der Astrozytenkultur zu überprüfen, wurden vor den geplanten Versuchen  
Kontrollansätze angelegt. Nach der Wachstumphase wurde eine immunzytochemische 
Färbung mit dem Mikrogliamarker OX-42 durchgeführt, welcher an CD11/11b bindet.  
Hierzu wurden die Zellen bei Raumtemperatur zunächst in DPBS gewaschen und fünfzehn 
Minuten in Methanol fixiert, dann erneut dreifach in DPBS gewaschen. Es folgte eine 
sechzigminütige Inkubation mit einem Antikörper gegen OX-42 (1:200 in 0,75% BSA in DPBS), 
ungebundener Antikörper wurde anschließend durch dreimaliges Waschen mit DPBS entfernt. 
Die Bindung des primären Antikörpers wurde anschließend durch eine fünfundvierzigminütige 
Inkubation mit einem biotinylierten Sekundärantikörper (anti-mouse IgG, 1:300 in DPBS) 
durchgeführt. Dann erfolgte die Enzym-Substrat-spezifische Detektion des gebundenen 
Sekundärantikörpers durch eine fünfundvierzigminütige Inkubation mit einem ABC-Kit nach 
Herstellerangaben und dem chromogenen Diaminobenzidin (DAB) für zehn Minuten. Nach 
dreimaligem Waschen mit Aqua bidest wurden die Zellen mit Kaisers Glyceringelatine 
eingedeckt und die gefärbten Mikroglia unter dem Mikroskop ausgezählt. Eine Astrozytenkultur 
wurde bis zu einem Mikrogliaanteil von 2% als rein erachtet und für Versuche eingesetzt. 
 
2.2.5 MTT-Test 
Das Zellüberleben unter dem Einfluss von Kavalaktonen wurde durch einen MTT-Test (nach 
Mosmann, 1983) bestimmt. Bei diesem Test wird die Reduktion von gelbem, wasserlöslichen 
MTT (3[4,5-Dimethylthiazol-2yl]-2,5-Diphenoltetrazoliumbromid) in blau-violettes, 
wasserunlösliches Formazan photometrisch gemessen. Die Reduktion des MTT geschieht nur 
in Mitochondrien lebender Zellen, hierdurch lässt sich auf die Toxizität einer zu testenden 
Substanz rückschließen.  
Nach erfolgter Stimulation wurden die Zellüberstande in den Näpfen abgesaugt, die Zellen 
dreimal mit je 200µl DPBS gewaschen und anschließend mit 100µl Mikrogliamedium versetzt. 
Dann wurden zu jedem Ansatz 25µl MTT-Lösung pipettiert und die Platte für zwei Stunden im 
Brutschrank inkubiert, während dieser Zeit wandeln lebende Zellen das MTT in violette 
Formazankristalle um. Nach der Inkubation wurden je 100µl Solubilisierungslösung 
hinzupipettiert. Es erfolgte eine weitere zweistündige Inkubation im Brutschrank, in welcher die 
Zellen lysiert und die Formazankristalle aufgelöst wurden. Nach Homogenisierung mittels 
Rührstäbchen wurde die Absorption bei 540nm photometrisch bestimmt. 
 
2.2.6 NO-Messung 
Die Menge des von den Mikroglia erzeugten NO wurde indirekt durch den Nachweis von Nitrit 
(nach Green et. al., 1982) im Zellkulturüberstand bestimmt.  
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Hierzu wurden je 100µl Griess-Reagenz und eine äquivalente Menge des Zellkulturüberstands 
in eine ELISA-Platte gemischt und für fünfzehn Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die 
Messung der Absorption erfolgte bei einer Wellenlänge von 540nm und einer 
Referenzwellenlänge von 650nm am Photometer. 
 
2.2.7 Untersuchung der Zellmorphologie durch Färbung mit Coomassie Blue 
Zur Darstellung der Zellmorphologie wurden die auf Deckgläsern ausgesäten Mikroglia 
zunächst vom Medium befreit und mit DPBS gewaschen, bevor sie für vierzig Minuten in 2,5% 
Glutaraldehyd fixiert wurden. Danach erfolgte eine dreifache Spülung mit DPBS, anschließend 
eine vierzigminütige Inkubation in Coomassie-Blue-Lösung. Dann wurden die Zellen bis zur 
gewünschten Farbintensität mit Entfärberlösung behandelt, mit Aqua bidest gespült und mit 
Kaisers Glyceringelatine eingedeckt. Die Auswertung erfolgte mikroskopisch. 
 
2.2.8 Untersuchungen auf RNA-Ebene 
Zur Untersuchung des Einflusses der Kavalaktone auf die Transkription von iNOS, IL-1β, IL-6 
und TNF-α wurden qPCR-Analysen durchgeführt.  
Hierzu wurde zunächst die RNA aus den Zellen isoliert und  in cDNA umgeschrieben.  
 
2.2.8.1 RNA-Isolierung 
Zunächst wurden die Überstände der Versuchsansätze abgesaugt, die Zellen zweimal mit 
DPBS gewaschen und dann jeweils mit 1ml Qiazol-Reagenz zur Lyse versetzt. Die noch 
adhärenten Zellen wurden mit einem Zellschaber vom Boden abgeschabt, in Eppendorf-
Reaktionsgefäße überführt und für zehn Minuten bei 2-8°C bei 12000 x g zentrifugiert. Die 
Überstände wurden in neue Eppendorfgefäße überführt. Es erfolgte eine Inkubation für fünf 
Minuten bei Raumtemperatur, anschließend wurden 200µl Chloroform hinzugegeben und die 
Ansätze fünfzehn Sekunden per Hand geschüttelt und für drei Minuten bei Raumtemperatur 
inkubiert. Es erfolgte eine Zentrifugation für fünfzehn Minuten bei 12000 x g bei 2-8°C, 
hierdurch wurden die Ansätze in drei Phasen aufgeteilt. Die oberste, RNA-enthaltende Phase 
wurde in ein neues Eppendorf-Reaktionsgefäß überführt und mit 1µl Glycogen (70mg/ml) und 
500µl Isopropanol vermischt. Nach zehn Minuten Inkubation bei Raumtemperatur wurden die 
Ansätze zehn Minuten bei 12000 × g bei 2-8°C zentrifugiert. Danach wurden die Überstände 
verworfen und die am Boden des Gefäßes als Pellet befindliche RNA durch Zugabe von 1ml 
Ethanol (75%), Schütteln und Zentrifugation für fünf Minuten bei 7500 × g und 2-8°C 
gewaschen. Der Überstand wurde verworfen, das RNA-Pellet bei Raumtemperatur 
luftgetrocknet, in 30µl Probenpuffer gelöst und für zehn Minuten bei 60°C inkubiert. Zur 
Konzentrationsbestimmung wurden 995µl Messpuffer mit 5µl des Isolates in eine Messküvette 
überführt. Die Konzentration und Reinheit der RNA wurde photometrisch bei 260nm zu 280nm 
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(kontaminierende DNA) ermittelt. Bis zur weiteren Verwendung wurde die RNA bei -70°C 
gelagert. 
 
2.2.8.2 Reverse Transkription 
Zunächst wurden die RNA-Isolate von DNA-Resten gereinigt. Dafür wurden 8µl jedes 
Ansatzes mit 1µl DNase und 1µl DNase-Puffer versetzt, mittels Vortex vermischt, kurz 
zentrifugiert und für fünfzehn Minuten bei 37°C im Thermocycler inkubiert. Dann wurden die 
Ansätze auf Eis gestellt und die Aktivität der DNase gestoppt, dafür wurden zu jedem Ansatz 
1µl 25mM Stopplösung aus dem DNAse Kit hinzupipettiert, mit dem Vortex vermischt, für zehn 
Minuten bei 65°C im Thermocycler inkubiert und auf Eis gestellt. 
Darauf folgte die reverse Transkription, bei der die RNA in cDNA umgeschrieben wurde. Hierzu 
wurde jedem RNA-Ansatz 1µl eines Random-Hexamer-Primer-Gemisches pipettiert, für fünf 
Minuten bei 70°C im Thermocycler inkubiert und auf Eis gestellt. 
Anschließend wurden zu jedem Ansatz 1µl Aqua bidest, 2µl dNTP-Mix und 4µl 5x-
Reaktionspuffer pipettiert, im Vortex gemischt, kurz zentrifugiert und für fünf Minuten bei 25°C 
im Thermocycler inkubiert. Erst dann wurde 1µl Reverse Transkriptase hinzugegeben. Die 
reverse Transkription erfolgte sequenziell für zehn Minuten bei 25°C, für sechzig Minuten bei 
42°C und für zehn Minuten bei 70°C im Thermocycler. Das Produkt, die cDNA, konnte für 
mehrere Wochen bei -20°C gelagert werden. 
 
2.2.8.3  Relative qPCR mit TaqMan®-System 
Die Quantifizierung spezifischer intrazellulärer mRNA erfolgte per qPCR. Hierbei wird die 
cDNA mithilfe sequenzspezifischer Primer und TaqMan®-Sonden und der 
temperaturabhängig aktiven Taq-Polymerase zyklisch vervielfältigt. Die TaqMan®-Sonden 
bestehen aus einem der gesuchten Sequenz komplementären Oligonukleotid, am 5’-Ende 
befindet sich ein FAM-Reporterelement und am 3’-Ende ein TAMRA-Löscherelement. Bei 
intakter Sonde bewirkt ein Lichtimpuls kein Fluoreszenzsignal. Im Hybridisierungsschritt 
binden sowohl Primer als auch Sonde an verschiedenen Orten an die Zielsequenz. Während 
der Elongationsphase produziert die Taq-Polymerase einen der Zielsequenz komplementären 
Nukleotidstrang, durch die Exonukleaseaktivität des Enzyms wird dabei die Sonde zerstört und 
Reporter und Löscher örtlich voneinander getrennt. Der Reporter kann nun nach Anregung 
fluoreszieren, die Zunahme der Fluoreszenz eines Ansatzes korreliert innerhalb des linearen 
Bereichs der qPCR mit der Zunahme der Zielsequenz. Abhängig von seiner Ausgangsmenge 
erhebt sich das Fluoreszenzsignal einer gesuchten Sequenz früher oder später vom Störsignal 
und erreicht sein Plateau.  
Jeder Reaktionsansatz bestand aus 10µl Taq-Man-Universal PCR Mastermix, 1µl Taq-Man-
Assay on Demand, 5µl Aqua bidest und 4µl der 1:20 mit Aqua bidest verdünnten cDNA-Probe. 
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In der Assay on Demand Lösung waren der Sense- und der Antisenseprimer sowie eine 
spezifische Sonde bereits enthalten. Nach Zentrifugation der Platte mit den Ansätzen wurde 
die Genexpression von iNOS, IL-6, IL1beta und TNF-α detektiert. Als endogene Kontrolle 
diente 18s-RNA, ein so genanntes „Haushaltsgen“. Die Ergebnisse wurden mit der ΔΔ-Ct-
Methode berechnet. Es wurden Sonden mit den folgenden Sequenzen verwendet: 
  
 iNOS  5´-TGC TAT TCC CAG CCC AAC AAC ACA G-3´ 
 IL-1β  5´-ATA AGC CAA CAA GTG GTA TTC TCC A-3´ 
IL-6  5´-GAG AAA AGA GTT GTG CAA TGG CAA T-3´ 
TNF-α  5´-CTC ACA CTC AGA TCA TCT TCT CAA A -3´ 
 18s RNA 5´-TCC ATT GGA GGG CAA GTC TGG TGC C-3´ 
 
Das qPCR-Programm setzte sich aus folgenden Zyklen zusammen: 
1. fünfzehn Sekunden, 94°C (Denaturieren) 
2. sechzig Sekunden, 60°C (Bindung/Hybridisierung) 
3. fünfundvierzig Sekunden, 72°C (Elongation) 
 
Insgesamt wurden vierzig Zyklen durchgeführt, gefolgt von einer zehnminütigen 
Extensionsphase bei 72°C. Während jedes Zyklus wurde die Fluoreszenz mit dem Abi Prism 
Sequence Detection System 7000 oder 7500 fast gemessen. 
 
2.2.9 Untersuchung auf Proteinebene 
Es erfolgten Untersuchungen von IL-6 und TNF-α im Zellkulturüberstand per ELISA,  sowie 
des gesamtzellulären pERK per Western Blot. 
 
2.2.9.1 Proteinisolierung und -quantifizierung 
Für Western Blot-Analysen wurde zunächst das Medium entfernt und die Zellen zweifach mit 
DPBS gespült. Nach Hinzugabe von 100µl Lysispuffer und Abschabung der Zellen wurde das 
Lysat in ein Eppendorf-Reaktionsgefäß überführt und resuspendiert. Zur 
Proteinquantifizierung (Bradford, 1976) wurden je 5µl des Zelllysats zu 795µl Aqua bidest und 
200µl Bradford-Reagenz pipettiert. Das Gemisch wurde zunächst für zwanzig Minuren bei 
Raumtemperatur inkubiert und dann bei einer Wellenlänge von 595nm in einer Messküvette 
gegen einen Standard photometrisch analysiert. Dieser Standard bestand aus 10µl 
BSA(1g/ml), 10µl Lysepuffer, 780µl Aqua bidest und 200µl Bradford-Reagenz. Aus dem 




2.2.9.2  Western Blot 
Der Western Blot dient dem spezifischen Nachweis von Proteinen. Das zu untersuchende 
Proteingemisch wird dazu in einem Polyacrylamidgel elektrophoretisch nach Ladung und 
Größe aufgetrennt, dann durch ein zur Gelebene lotrechtes elektrisches Feld auf eine 
Membran übertragen (Blotten), an welcher die Proteine durch hydrophobe Wechselwirkung 
haften bleiben. Dann erfolgt die immunologische Detektion des gesuchten Proteins.  
Für die Polyacrylamidelektrophorese (PAGE) wurde eine 12,5%-ige Trenngellösung zwischen 
zwei Glasplatten des Gelgießsstandes gefüllt. Nach der Polymerisation wurde darüber ein 
4,5%-iges Sammelgel gegossen und ein Gelkamm für die Bildung der Probentaschen 
eingesetzt. Nach vollständiger Polymerisation des Sammelgels wurde der Kamm entfernt. 
Jeweils 5µg Protein wurden mit SDS-Puffer auf ein Gesamtvolumen von 10-20µl aufgefüllt, für 
fünf Minuten bei 99°C denaturiert und in die Geltaschen pipettiert. Eine Tasche wurde dabei 
stets mit 5 µl eines Molekulargewichtsmarkers befüllt. Die Gele wurden dann in die 
Laufkammer eingespannt und diese mit Laufpuffer aufgefüllt. Um die Lauflinie sichtbar zu 
machen, wurden 10µl Bromphenolblau in die innere Kammer gegeben. Es wurde eine 
Spannung von 200V und eine Stromstärke von 170mA angelegt, bis der Lauffrontanzeiger das 
untere Ende des Trenngels erreicht hatte. Für das Blotten wurde zunächst eine 
Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membran aktiviert, in dem sie eine Minute in Methanol 
eingeweicht, mit Aqua bidest gespült und für fünfzehn Minuten in Transferpuffer gelegt wurde. 
Ebenfalls mit Transferpuffer getränkt wurden vier Whatmann-Pappen. Nach dem 
Sandwichprinzip wurden zwei Whatmann-Pappen auf die mit Transferpuffer befeuchtete 
Kathodenplatte der Blotkammer gelegt und die Luftblasen ausgestrichen. Darauf wurde die 
aktivierte Membran und das zu blottende Polyacrylamidgel, gefolgt von zwei weiteren 
Whatmann-Pappen gelegt. Wieder wurden Luftblasen ausgestrichen und die mit 
Transferpuffer befeuchtete Anodenplatte zuoberst befestigt. Für das „Blotten“ wurden eine 
Spannung von 25V und eine Stromstärke von 340mA für fünfundsiebzig Minuten angelegt. 
Dann erfolgte die Immundetektion von phosphoryliertem ERK. Dafür wurde die PVDF-
Membran zunächst für eine Stunde in Kasein –TBS-T (1:19) geblockt, jeweils unter einer 
ständigen leichten Kreiselbewegung auf dem Rotationsschüttler und anschließend dreimal 
fünfzehn Minuten mit DPBS gespült. Die PVDF-Membran wurde mit TBS-T gewaschen und 
der Primärantikörper (pERK oder ERK2, 1:1000) in 1ml TBS-T auf die Membran aufgebracht. 
Die Membran wurde luftdicht eingeschweisst und für eine Nacht bei 4°C inkubiert. 
Anschließend wurde die Membran dreimal für fünfzehn Minuten mit 10ml TBS-T auf dem 
Rotationsschüttler gewaschen und mit dem biotinylierten Sekundärantikörper (1:30000) in 
10ml TBS-T für eine Stunde bei Raumtemperatur auf dem Rotationsschüttler inkubiert. 
Danach wurde die Membran erneut für dreimal fünfzehn Minuten unter Bewegung in TBS-T 
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gespült. Zur Sichtbarmachung der detektierten Banden wurde ein verstärkendes 
Chemilumineszenzverfahren benutzt.  
Dabei wurde die Membran mit einer ECL-Kit-Lösung nach Herstellerangaben inkubiert, der 
Überschuß entfernt und die Membran in dünne Plastikfolie faltenfrei eingeschlagen und in 
einer lichtdichten Kassette in die Dunkelkammer transportiert. Dann wurde ein Röntgefilm in 
Abhängigkeit der Stärke des Chemilumineszenzsignals für zwei bis fünf Minuten auf die 
Membran gelegt, der Film dann entwickelt und fixiert. Die quantitative Auswertung erfolgte 
nach Digitalisierung durch Einscannen densitometrisch mit dem Programm PCBAS. 
 
2.2.9.3  ELISA 
Zur Quantifizierung von IL-6 und TNF-α in den Überständen der Ansätze wurde jeweils ein 
Sandwich-ELISA nach dem modifizierten Protokoll des Herstellers BD Biosciences 
durchgeführt. Dafür wurden 96-Napf-Mikrotiterplatten über Nacht bei 4°C mit je 100µl des 
Primärantikörpers anti-TNF-α (1:250 in DPBS) bzw. anti-IL-6 (1:250 in DPBS) beschichtet.  
 
Die Mikrotiterplatte wurde danach fünfmal mit Waschpuffer gewaschen und anschließend mit 
200µl Blockierlösung für eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert, danach wieder 
gewaschen. Anschließend wurden jeweils 50µl des verdünnten Zellkulturüberstand (1:50 für 
TNF-α, 1:10 für IL-6) in die Vertiefungen pipettiert. Mehrere Proteinstandards wurden zur 
Kontrolle mitgeführt.  
Die Platten wurden für zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Die Platten wurden 
danach dreimal mit Waschpuffer gewaschen und mit einem biotynilierten Sekundärantikörper 
(1:200) für eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Nach fünfmaligem Waschen mit 
Waschpuffer wurden die Platten mit Merretich-Peroxidase-(HRP)-konjugiertem Streptavidin 
(1:250) für dreißig Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und siebenmal gewaschen, dann 
wurden 100µl TMB-Substrat hinzugegeben und die Indikatorreaktion nach zehn Minuten durch 
Zugabe von 50µl Stopplösung (Schwefelsäure) beendet. Die Absorption wurde photometrisch 
bei 450nm gegen eine Referenzwellenlänge von 592nm bestimmt.  
 
2.2.10  Statistik 
Sämtliche Berechnungen und graphische Darstellungen wurden mit Prism (GraphPad, La 
Jolla, USA) erstellt. Die Ergebnisse wurden als Mittelwert ± SEM (Standardabweichung des 
Mittelwertes) dargestellt. Zur statistischen Auswertung wurden Varianzanalysen (ANOVA) 
gefolgt von multiplen paarweisen Bonferoni-Testungen durchgeführt. Eine Wahrscheinlichkeit 
von p<0,05 wurde als signifikant angenommen.  
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3.  Ergebnisse 
 
3.1 Einfluss der Kavalaktone Kavain, Methysticin und Yangonin auf das 
Überleben von Mikroglia und Astrozyten 
Um eine potentielle Toxizität der Kavalaktone auf Mikroglia und Astrozyten auszuschließen, 
wurde in dieser Arbeit ein MTT-Test durchgeführt. Eine durch toxische Einflüsse reduzierte 
Zellzahl kann eine verminderte Freisetzung proinflammatorischer Mediatoren bedingen, ohne 
dass die überlebenden Zellen ihre eigentliche Syntheseaktivität verändern. 
Die in dieser Arbeit für alle Versuche eingesetzten Konzentrationen von jeweils 5 µM Kavain, 
Methysticin bzw. Yangonin allein oder in Kombination mit 5 ng/ml LPS bei Mikroglia und 10 
ng/ml LPS bei Astrozyten zeigten nach einer Inkubationszeit von vierundzwanzig Stunden 
keine zytotoxischen Effekte auf Mikroglia und Astrozyten im Vergleich zur unstimulierten 
Kontrolle. Hierbei wurden den nur mit DPBS behandelten Kontrollen einer Überlebenszeit von 
rechnerisch 100% zugeordnet, bei den Mikroglia (a) ergab sich im Vergleich bei Inkubation mit 
LPS 5ng/ml eine auf 96,3% verringerte Reduktion des MTT, im weiteren sind jeweils 
Stimulationsansatz und prozentuales Überleben angegeben: Kavain: 100,1%, Kavain + LPS  
89,3%, Methysticin 98,2%, Methysticin + LPS 94,4%, Yangonin 92,3%, Yangonin + LPS  
95,6%, Kavain + Methysticin + Yangonin 87,1%, Kavain + Methysticin + Yangonin + LPS 
88,7%. Bei den Astrozyten (b) ergab sich: DPBS-Kontrolle: 100%, LPS 91,9%, Kavain  97,2%, 
Kavain + LPS 92,5%, Methysticin 99,7%, Methysticin + LPS 92,6%, Yangonin 100,6%, 
Yangonin + LPS 94,9%, Kavain + Methysticin + Yangonin 95,7%, Kavain + Methysticin + 
Yangonin + LPS 92,8%. 
Abb. 3.1: Einfluss von Kavain, Methysticin, Yangonin und LPS auf das Zellüberleben von 
Mikroglia und Astrozyten. Nach einer Inkubationszeit von vierundzwanzig Stunden zeigte sich im 
MTT-Test, dass die Kavalaktone in der eingesetzten Konzentration (5 µM) und LPS (5 ng/ml bei 
Mikroglia, 10ng/ml bei Astrozyten) nicht zytotoxisch auf Mikroglia und Astrozyten wirken. (Daten sind 






















































































































































































































3.2 Einfluss der Kavalaktone Kavain, Methysticin und Yangonin auf die 
Stickoxid (NO)-Produktion von Mikroglia 
Aktivierte Mikroglia setzen NO frei, welches von ihnen als Waffe u.a. gegen feindliche 
Mikroorganismen eingesetzt wird. Dieser Vorgang wird bei vielen zentralnervösen 
Entzündungsgeschehen beobachtet und bedarf strikter Regulation. 
NO ist eine flüchtige Verbindung, welche rückwirkend durch Analyse des akkumulierten 
Nitritgehaltes im Zellkulturüberstand mittels des Griess-Reagenz quantifiziert wurde.  
 
In Abb. 3.2 ist der Einfluss der Kavalaktone Kavain, Methysticin und Yangonin auf die NO-
Produktion LPS-aktivierter Mikroglia dargestellt.  
Nach vierundzwanzig-stündiger Stimulation der Mikroglia mit LPS zeigte sich eine drastische 
Hochregulation der NO-Freisetzung im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle und den 
Einzelstimulationen mit Kavain, Methysticin oder Yangonin. Eine kombinierte Stimulation mit 
Kavain und LPS konnte die NO-Freisetzung der LPS-aktivierten Mikroglia von 100% auf 
durchschnittlich 94,9% (a) und Yangonin von 100% auf 94,9% (c) senken. Methysticin hatte 
keinen Einfluss auf die NO-Freisetzung (b).  
 
Abb. 3.2: Einfluss von Kavain, Methysticin, Yangonin auf die NO-Produktion von Mikroglia. 


























































































































































































3.3 Einfluss der Kavalaktone Kavain, Methysticin und Yangonin auf die 
 Zellmorphologie von Mikroglia 
Aktivierte Mikroglia ändern ihre Zellmorphologie und gehen vermehrt vom ramifizierten 
Zustand in die amöboide Form über (Streit, 1996). Um den Einfluss von einer Inkubation mit 
LPS und Kavalaktonen auf die Morphologie der Zellen zu untersuchen, wurden diese auf 
Objektträgern fixiert und gefärbt.  
In den folgenden Abbildungen sind repräsentative Bilder von Coomassie-gefärbter Mikroglia 
dargestellt, die jeweils mit Kavain, Methysticin, Yangonin (5µM) und/ oder LPS (5ng/ml) 
stimuliert wurden. Abbildung 3.3.a zeigt Mikroglia, welche vierundzwanzig Stunden mit einem 
äquivalentem Volumen an DPBS inkubiert wurden, diese zeigen eine weitgehend ramifizierte 
Form, die feinen Ausläufer der Zellen strecken sich weit in den Extrazellulärraum, es sind 
zahlreiche Vakuolen im Zytosol zu sehen, die Zellkerne sind groß. In Abbildung 3.3.b sind 
Mikroglia gezeigt, welche für vierundzwanzig Stunden mit LPS 5ng/ml stimuliert wurden, im 
Vergleich zu Abbildung 3.3.a erscheinen Zellen voluminöser, die Zellkern-Zytoplasma-
Relation ist zugunsten des Zytoplasmas verschoben, Anzahl und Länge der Zellausläufer sind 
deutlich reduziert und intrazytoplasmatische Vakuolen sind weniger zahlreich.  
 
Abb. 3.3: Veränderung der Zellmorphologie ohne Stimulation (a) und bei Koinkubation mit LPS 
(b).  
 
a) Mikroglia DPBS (Kontrolle)                  b) Mikroglia LPS 5ng/ml 
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In Abbildung 3.4.a sind Mikroglia nach vierundzwanzig-stündiger Inkubation mit Kavain 5µM 
dargestellt, die Zellen stellen sich weitgehend ramifiziert dar und zeigen viele 
intrazytoplasmatische Vakuolen. Die Zellen sind mittelgroß, die Zellkern-Zytoplasma-Relation 
ausgewogen. 
In Abbildung 3.4.b sind Mikroglia nach vierundzwanzig-stündiger Inkubation mit Kavain 5µM 
und LPS 5ng/ml abgebildet, die Zellen sind insgesamt vergrößert, ähnlich Abbildung 3.3.b 
(LPS), zeigen aber eine eher ramifizierte Zellform. Es finden sich wenige Vakuolen.  
Abbildung 3.3.c zeigt Mikroglia nach vierundzwanzig-stündiger Inkubation mit Methysticin 
5µM, die Zellen haben zeigen eine eher kleine Zellgröße, viele Vakuolen und zahlreiche kleine 
und große Ausläufer im Sinne eines ramifizierten Zustands. Die Kern-Zytoplasma-Relation ist 
zugunsten des Kerns verschoben. 
In Abbildung 3.3.d sind Mikroglia nach vierundzwanzig-stündiger Inkubation mit Methysticin 
5µM und LPS 5ng/ml gezeigt, die Zellen wirken gedrungen und mit vergrößertem Zytoplasma, 
weiter finden sich viele kleine und große Ausziehungen. Auch hier ist Kern-Zytoplasma-
Relation ist zugunsten des Kerns verschoben. 
In Abbildung 3.3.e sind Mikroglia nach vierundzwanzig-stündiger Inkubation mit Yangonin 5µM 
dargestellt, die Zellen sind eher groß, zeigen ausgeprägte Vakuolen und zahlreiche, eher feine 
Zellausläufer. Die Kern-Zytoplasma-Relation ist zugunsten des Kerns verschoben. 
In Abbildung 3.3.f sind Mikroglia nach vierundzwanzig-stündiger Inkubation mit Yangonin 5µM 
und LPS 5ng/ml dargestellt, die Zellen sind größer als jene in Abbildung 3.3.e, haben weniger 
Vakuolen und weniger feingliedrige Zellausläufer. Die Kern-Zytoplasma-Relation ist im 
Vergleich zu 3.3.e zugunsten des Zytoplasmas verschoben.  
In allen Abbildungen, in welchen die Zellen eine Koinkubation von Kavalaktonen und LPS 






Abb. 3.4: Veränderung der Zellmorphologie von Mikroglia unter dem Einfluss der Kavalaktone 




a) Kavain 5µM                     b) Kavain 5µM + LPS 5ng/ml 
c) Methysticin 5µM                  d) Methysticin 5µM + LPS 5ng/ml 
e) Yangonin 5µM                   f) Yangonin 5µM + LPS 5ng/ml 
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3.4 Einfluss der Kavalaktone Kavain, Methysticin und Yangonin auf die 
 mRNA-Synthese proinflammatorischer Mediatoren in Mikroglia und 
 Astrozyten  
Klassischerweise werden eine ganze Reihe von Entzündungsmediatoren unter dem Einfluss 
von LPS hochreguliert, darunter iNOS, IL-6, IL-1β und TNF-α. Können Kavalaktone diese 
Aktivierung beeinflussen und wenn ja, in welche Richtung? Um dieser Frage nachzugehen, 
wurde die mRNA-Synthese von iNOS, IL-6, IL-1β und TNF-α in Mikroglia und Astrozyten 
mittels qPCR untersucht. Um die Vielzahl der Befunde übersichtlichter zu gestalten, erfolgt 
zunächst jeweils eine Darstellung der Ergebnisse zur Wirkung eines Kavalaktons auf einen 
Parameter im zellspezifischen Vergleich (Mikroglia versus Astrozyten) sowie im Zeitverlauf 
(nach sechs und nach vierundzwanzig Stunden). Anschließend sind die Befunde zur 
„Kombinationstherapie“ (alle Kavalaktone als Gemisch eingesetzt) dargestellt. 
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3.4.1  Einfluss von Kavain auf die iNOS-mRNA-Synthese in Mikroglia und 
 Astrozyten 
In LPS-aktivierter Mikroglia zeigte sich nach einer sechs- und einer vierundzwanzig-stündigen 
Koinkubation mit Kavain eine signifikante Herabregulation der iNOS-mRNA-Synthese im 
Vergleich zu einer alleinigen Stimulation mit LPS. Im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle 
hatte eine Einzelstimulation mit Kavain bei beiden untersuchten Inkubationszeiten keinen 
Einfluss auf die Synthese der iNOS-mRNA in Mikroglia. In aktivierten Astrozyten zeigte sich 
eine leichte Reduktion der iNOS-mRNA nach sechs Stunden, nach vierundzwanzig Stunden 
war dieser Effekt nicht mehr nachweisbar (Abb. 3.5). 
 
Abb. 3.5: Einfluss von Kavain auf die iNOS-mRNA von Mikroglia und Astrozyten. Kavain (5μM) 
reduzierte signifikant die Menge der iNOS-mRNA in LPS-aktivierter (5 ng/ml) Mikroglia nach sechs 
Stunden von 100% auf 76% und nach vierundzwanzig Stunden von 100% auf 65,2%. In LPS-aktivierten 
(10 ng/ml) Astrozyten zeigte sich nach sechs Stunden eine Reduktion der iNOS-mRNA-Synthese von 
100% auf 89,5%, die jedoch nach vierundzwanzig Stunden nicht mehr nachweisbar war. (Daten sind 
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3.4.2 Einfluss von Methysticin auf die iNOS-mRNA-Synthese in Mikroglia und 
 Astrozyten 
In LPS-aktivierter Mikroglia zeigte sich nach einer sechs- und einer vierundzwanzig-stündigen 
Koinkubation mit Methysticin eine signifikante Herabregulation der iNOS-mRNA-Synthese im 
Vergleich zu einer alleinigen Stimulation mit LPS. Im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle 
hatte eine Einzelstimulation mit Methysticin bei beiden untersuchten Inkubationszeiten keinen 
Einfluss auf die Synthese der iNOS-mRNA in Mikroglia. In aktivierten Astrozyten zeigte sich 
eine Reduktion der iNOS-mRNA nach sechs Stunden und nach vierundzwanzig Stunden (Abb. 
3.6) 
 
Abb. 3.6: Einfluss von Methysticin auf die iNOS-mRNA von Mikroglia und Astrozyten. Methysticin 
(5μM) reduzierte signifikant die Menge der iNOS-mRNA in LPS-aktivierter (5 ng/ml) Mikroglia nach 
sechs Stunden von 100% auf 85,3% und nach vierundzwanzig Stunden von 100% auf 71,5%. In LPS-
aktivierten (10 ng/ml) Astrozyten zeigte sich nach sechs Stunden eine Reduktion der iNOS-mRNA-
Synthese von 100% auf 85,3%, nach vierundzwanzig Stunden auf 89,1%. (Daten sind dargestellt als 
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3.4.3  Einfluss von Yangonin auf die iNOS-mRNA-Synthese in Mikroglia und 
 Astrozyten 
In LPS-aktivierter Mikroglia zeigte sich nach einer sechs-stündigen Koinkubation mit Yangonin 
eine signifikante Herabregulation der iNOS-mRNA-Synthese im Vergleich zu einer alleinigen 
Stimulation mit LPS. Nach einer vierundzwanzig-stündigen Koinkubation zeigte sich eine 
signifikante Erhöhung der iNOS-mRNA im Vergleich zur alleinigen Stimulation mit LPS. Im 
Vergleich zur unstimulierten Kontrolle hatte eine Einzelstimulation mit Methysticin bei beiden 
untersuchten Inkubationszeiten keinen Einfluss auf die Synthese der iNOS-mRNA in Mikroglia. 
In aktivierten Astrozyten zeigte sich eine Erhöhung der iNOS-mRNA nach sechs und nach 
vierundzwanzig Stunden (Abb. 3.7). 
 
Abb. 3.7: Einfluss von Yangonin auf die iNOS-mRNA von Mikroglia und Astrozyten. Yangonin 
(5μM) reduzierte signifikant die Menge der iNOS-mRNA in LPS-aktivierter (5 ng/ml) Mikroglia nach 
sechs Stunden von 100% auf 75,3%, nach vierundzwanzig Stunden jedoch zeigte sich eine signifikante 
Erhöhung von 100% auf 114,3%. In LPS-aktivierten (10 ng/ml) Astrozyten zeigte sich eine Erhöhung 
der iNOS-mRNA nach sechs Stunden von 100% auf 112%, nach vierundzwanzig Stunden auf 115,4%. 
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3.4.4 Einfluss einer Koinkubation von Kavain, Methysticin und Yangonin auf 
die iNOS-mRNA-Synthese in Mikroglia und Astrozyten 
Eine sechs-stündige Koinkubation LPS-aktivierter Mikroglia mit den Kavalaktonen Kavain, 
Methysticin und Yangonin (KMY) zeigte eine signifikante Erhöhung der iNOS-mRNA-Synthese 
im Vergleich zu einer alleinigen Stimulation mit LPS, nach vierundzwanzig-stündiger 
Konkubation zeigte sich eine signifikante Reduktion der iNOS-mRNA. Im Vergleich zur 
unstimulierten Kontrolle hatte eine Stimulation mit Kavain, Methysticin und Yangonin bei 
beiden untersuchten Inkubationszeiten keinen Einfluss auf die Synthese der iNOS-mRNA in 
Mikroglia. In aktivierten Astrozyten zeigte sich eine Reduktion der iNOS-mRNA nach sechs 
und eine Erhöhung der iNOS-mRNA nach vierundzwanzig Stunden (Abb. 3.8). 
 
Abb. 3.8: Einfluss einer Koinkubation von Kavain, Methysticin und Yangonin auf die iNOS-mRNA 
von Mikroglia und Astrozyten. Eine Koinkubation mit Kavain, Methysticin und Yangonin (KMY, je 
5μM) erhöhte signifikant die Menge der iNOS-mRNA in LPS-aktivierter (5 ng/ml) Mikroglia nach sechs 
Stunden von 100% auf 149,7%, nach vierundzwanzig Stunden fand sich eine signifikante Reduktion 
von 100% auf 66%. In LPS-aktivierten (10 ng/ml) Astrozyten zeigte sich nach sechs Stunden eine 
Reduktion der iNOS-mRNA-Synthese von 100% auf 91,2%, nach vierundzwanzig Stunden fand sich 
eine Erhöhung auf 107,4%. (Daten sind dargestellt als Mittelwert + SEM, n = 3(a+b), n = 4(c+d); * = p < 
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3.4.5 Einfluss von Kavain auf die IL-6-mRNA-Synthese in Mikroglia und 
Astrozyten 
In LPS-aktivierter Mikroglia zeigte sich nach einer sechs- und einer vierundzwanzig-stündigen 
Koinkubation mit Kavain eine signifikante Herabregulation der IL-6-mRNA-Synthese im 
Vergleich zu einer alleinigen Stimulation mit LPS. Im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle 
hatte eine Einzelstimulation mit Kavain bei beiden untersuchten Inkubationszeiten keinen 
Einfluss auf die Synthese der IL-6-mRNA in Mikroglia. In aktivierten Astrozyten zeigte sich 
keine deutliche Veränderung der IL-6-mRNA nach sechs und nach vierundzwanzig Stunden 
(Abb. 3.9). 
 
Abb. 3.9: Einfluss von Kavain auf die IL-6-mRNA von Mikroglia und Astrozyten. Kavain (5μM) 
reduzierte signifikant die Menge der IL-6-mRNA in LPS-aktivierter (5 ng/ml) Mikroglia nach sechs 
Stunden von 100% auf 81% und nach vierundzwanzig Stunden von 100% auf 83%. In LPS-aktivierten 
(10 ng/ml) Astrozyten zeigte sich nach sechs Stunden eine geringe Erhöhung der IL-6-mRNA auf 
104,4%, nach vierundzwanzig Stunden zeigte sich mit 100,4% ein fast unveränderter Wert. (Daten sind 
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3.4.6  Einfluss von Methysticin auf die IL-6-mRNA-Synthese in Mikroglia und 
 Astrozyten 
In LPS-aktivierter Mikroglia zeigte sich nach einer sechs- und einer vierundzwanzig-stündigen 
Koinkubation mit Methysticin eine signifikante Herabregulation der IL-6-mRNA-Synthese im 
Vergleich zu einer alleinigen Stimulation mit LPS. Im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle 
hatte eine Einzelstimulation mit Methysticin bei beiden untersuchten Inkubationszeiten keinen 
Einfluss auf die Synthese der IL-6-mRNA in Mikroglia. In aktivierten Astrozyten zeigte sich 
keine Veränderung der IL-6-mRNA nach sechs Stunden, nach vierundzwanzig Stunden zeigte 
sich eine signifikante Reduktion (Abb 3.10). 
 
Abb. 3.10: Einfluss von Methysticin auf die IL-6-mRNA von Mikroglia und Astrozyten. Methysticin 
(5μM) reduzierte signifikant die Menge der IL-6-mRNA in LPS-aktivierter (5 ng/ml) Mikroglia nach sechs 
Stunden von 100% auf 76,7% und nach vierundzwanzig Stunden von 100% auf 80,7%. In LPS-
aktivierten (10 ng/ml) Astrozyten zeigte sich nach sechs Stunden keine Veränderung der IL-6-mRNA-
Synthese, nach vierundzwanzig Stunden zeigte sich eine signifikante Reduktion von 100% auf 73,4%. 
(Daten sind dargestellt als Mittelwert + SEM, n = 3(a), n = 4(b+d), n = 7(c),* = p < 0,05; ** = p < 0,01; 








































































0,5 % 0,7 %
a b
c d
Mikroglia 6h Mikroglia 24h





















































































































































































































6,3%       5,1%
100%
 41 
3.4.7 Einfluss von Yangonin auf die IL-6-mRNA-Synthese in Mikroglia und 
 Astrozyten 
In LPS-aktivierter Mikroglia zeigte sich nach einer sechs- und einer vierundzwanzig-stündigen 
Koinkubation mit Yangonin eine signifikante Herabregulation der IL-6-mRNA-Synthese im 
Vergleich zu einer alleinigen Stimulation mit LPS. Im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle 
hatte eine Einzelstimulation mit Yangonin bei beiden untersuchten Inkubationszeiten keinen 
Einfluss auf die Synthese der IL-6-mRNA in Mikroglia. In aktivierten Astrozyten zeigte sich eine 
signifikante Erhöhung der IL-6-mRNA nach sechs und nach vierundzwanzig Stunden (Abb. 
3.11). 
 
Abb. 3.11: Einfluss von Yangonin auf die IL-6-mRNA-Synthese von Mikroglia und Astrozyten. 
Yangonin (5μM) reduzierte signifikant die Menge der IL-6-mRNA in LPS-aktivierter (5 ng/ml) Mikroglia 
nach sechs Stunden von 100% auf 80,5% und nach vierundzwanzig Stunden von 100% auf 67,6%. In 
LPS-aktivierten (10 ng/ml) Astrozyten zeigte sich nach sechs Stunden eine signifikante Erhöhung der 
IL-6-mRNA-Synthese von 100% auf 136,1%, nach vierundzwanzig Stunden eine signifikante Erhöhung 
von 100% auf 110%. (Daten sind dargestellt als Mittelwert + SEM, n = 4(a,c,d), n = 5(b), * = p < 0,05; ** 
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3.4.8 Einfluss einer Koinkubation von Kavain, Methysticin und Yangonin 
 gemeinsam auf die IL-6-mRNA-Synthese in Mikroglia und Astrozyten 
In LPS-aktivierter Mikroglia zeigte sich nach einer sechs- und einer vierundzwanzig-stündigen 
Koinukabation mit den Kavalaktonen Kavain, Methysticin und Yangonin (KMY) eine 
signifikante Reduktion der IL-6-mRNA-Synthese im Vergleich zu einer alleinigen Stimulation 
mit LPS. Im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle hatte eine Stimulation mit Kavain, 
Methysticin und Yangonin bei beiden untersuchten Inkubationszeiten keinen Einfluss auf die 
Synthese der IL-6-mRNA in Mikroglia. In aktivierten Astrozyten zeigte sich keine Veränderung 
der IL-6-mRNA nach sechs und eine deutliche Reduktion der IL-6-mRNA nach vierundzwanzig 
Stunden (Abb. 3.12). 
 
Abb. 3.12: Einfluss einer Koinkubation von Kavain, Methysticin und Yangonin auf die IL-6-mRNA 
von Mikroglia und Astrozyten. Eine Koinkubation mit Kavain, Methysticin und Yangonin (KMY, je 
5μM) reduzierte signifikant die Menge der iNOS-mRNA in LPS-aktivierter (5 ng/ml) Mikroglia nach sechs 
Stunden von 100% auf 67% und nach vierundzwanzig Stunden von 100% auf 59%. In LPS-aktivierten 
(10 ng/ml) Astrozyten zeigte sich nach sechs Stunden eine Reduktion der IL-6-mRNA-Synthese von 
100% auf 96%, nach vierundzwanzig Stunden auf 76,3%. (Daten sind dargestellt als Mittelwert + SEM, 
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3.4.9 Einfluss von Kavain auf die IL-1β-mRNA-Synthese in Mikroglia und 
 Astrozyten 
In LPS-aktivierter Mikroglia zeigte sich nach einer sechs- und einer vierundzwanzig-stündigen 
Koinkubation mit Kavain eine signifikante Herabregulation der IL-1β-mRNA-Synthese im 
Vergleich zu einer alleinigen Stimulation mit LPS. Im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle 
hatte eine Einzelstimulation mit Kavain bei beiden untersuchten Inkubationszeiten keinen 
Einfluss auf die Synthese der IL-1β-mRNA in Mikroglia. In aktivierten Astrozyten zeigte sich 
eine deutliche Reduktion der IL-1β-mRNA nach sechs Stunden, nach vierundzwanzig Stunden 
zeigte sich keine Veränderung (Abb. 3.13). 
 
Abb. 3.13: Einfluss von Kavain auf die IL-1β-mRNA von Mikroglia und Astrozyten. Kavain (5μM) 
reduzierte signifikant die Menge der IL-1β-mRNA in LPS-aktivierter (5 ng/ml) Mikroglia nach sechs 
Stunden von 100% auf 84,5% und nach vierundzwanzig Stunden von 100% auf 76%. In LPS-aktivierten 
(10 ng/ml) Astrozyten zeigte sich nach sechs Stunden eine Reduktion der IL-1β-mRNA-Synthese von 
100% auf 88,9%, nach vierundzwanzig Stunden zeigte sich keine Veränderung. (Daten sind dargestellt 
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3.4.10 Einfluss von Methysticin auf die IL-1β-mRNA-Synthese in Mikroglia und 
 Astrozyten 
In LPS-aktivierter Mikroglia zeigte sich nach einer sechs- und einer vierundzwanzig-stündigen 
Koinkubation mit Methysticin eine signifikante Herabregulation der IL-1β-mRNA-Synthese im 
Vergleich zu einer alleinigen Stimulation mit LPS. Im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle 
hatte eine Einzelstimulation mit Methysticin bei beiden untersuchten Inkubationszeiten keinen 
Einfluss auf die Synthese der IL-1β-mRNA in Mikroglia. In aktivierten Astrozyten zeigte sich 
eine deutliche Reduktion der IL-1β-mRNA nach sechs Stunden und eine signifikante 
Redukation nach vierundzwanzig Stunden (Abb. 3.14). 
 
Abb. 3.14: Einfluss von Methysticin auf die IL-1β-mRNA von Mikroglia und Astrozyten. Methysticin 
(5μM) reduzierte signifikant die Menge der IL-1β-mRNA in LPS-aktivierter (5 ng/ml) Mikroglia nach 
sechs Stunden von 100% auf 84,3% und nach vierundzwanzig Stunden von 100% auf 74,2%. In LPS-
aktivierten (10 ng/ml) Astrozyten zeigte sich nach sechs Stunden eine Reduktion der IL-1β-mRNA-
Synthese von 100% auf 86,5%, nach vierundzwanzig Stunden ein signifikante Reduktion von 100% auf 














































































Mikroglia 6h Mikroglia 24h























































































































































































































3.4.11 Einfluss von Yangonin auf die IL-1β-mRNA-Synthese in Mikroglia und 
 Astrozyten 
In LPS-aktivierter Mikroglia zeigte sich nach einer sechs- und einer vierundzwanzig-stündigen 
Koinkubation mit Yangonin eine signifikante Herabregulation der IL-1β-mRNA-Synthese im 
Vergleich zu einer alleinigen Stimulation mit LPS. Im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle 
hatte eine Einzelstimulation mit Yangonin bei beiden untersuchten Inkubationszeiten keinen 
Einfluss auf die Synthese der IL-1β-mRNA in Mikroglia. In aktivierten Astrozyten zeigte sich 
eine signifikante Reduktion der IL-1β-mRNA nach sechs und nach vierundzwanzig Stunden 
(Abb. 3.15). 
 
Abb. 3.15: Einfluss von Yangonin auf die IL-1β-mRNA von Mikroglia und Astrozyten. Yangonin 
(5μM) reduzierte signifikant die Menge der IL-1β-mRNA in LPS-aktivierter (5 ng/ml) Mikroglia nach 
sechs Stunden von 100% auf 59% und nach vierundzwanzig Stunden von 100% auf 75,5%. In LPS-
aktivierten (10 ng/ml) Astrozyten zeigte sich nach sechs Stunden eine signifikante Reduktion der IL-1β-
mRNA-Synthese von 100% auf 77% und nach vierundzwanzig Stunden von 100% auf 73,8%. (Daten 
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3.4.12 Einfluss einer Koinkubation von Kavain, Methysticin und Yangonin 
 gemeinsam auf die IL-1β-mRNA-Synthese in Mikroglia und Astrozyten 
In LPS-aktivierter Mikroglia zeigte sich nach einer sechs-stündigen Koinkubation mit den 
Kavalaktonen Kavain, Methysticin und Yangonin (KMY) eine signifikante Reduktion der IL-1β-
mRNA-Synthese im Vergleich zu einer alleinigen Stimulation mit LPS, nach vierundzwanzig-
stündiger Koinkubation zeigte sich eine deutliche Reduktion. Im Vergleich zur unstimulierten 
Kontrolle hatte eine Stimulation mit Kavain, Methysticin und Yangonin bei beiden untersuchten 
Inkubationszeiten keinen Einfluss auf die Synthese der IL-1β-mRNA in Mikroglia. In aktivierten 
Astrozyten zeigten sich keine Veränderung der IL-1βmRNA nach sechs Stunden und eine 
signifikante Reduktion der IL-1β-mRNA nach vierundzwanzig Stunden (Abb. 3.16). 
 
Abb. 3.16: Einfluss einer Koinkubation von Kavain, Methysticin und Yangonin auf die IL-1β-
mRNA von Mikroglia und Astrozyten. Eine Koinkubation mit Kavain, Methysticin und Yangonin (KMY, 
je 5μM) reduzierte signifikant die Menge der IL-1β-mRNA in LPS-aktivierter (5 ng/ml) Mikroglia nach 
sechs Stunden von 100% auf 73,3%, nach vierundzwanzig Stunden fand sich eine Reduktion von 100% 
auf 94%. In LPS-aktivierten (10 ng/ml) Astrozyten zeigte sich nach sechs Stunden keine Veränderung 
der IL-1β-mRNA-Synthese, nach vierundzwanzig Stunden fand sich eine signifikante Reduktion von 
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3.4.13  Einfluss von Kavain auf die TNF-α-mRNA -Synthese in Mikroglia und 
Astrozyten 
In LPS-aktivierter Mikroglia zeigte sich nach einer sechs- und einer vierundzwanzig-stündigen 
Koinkubation mit Kavain eine signifikante Herabregulation der TNF-α-mRNA-Synthese im 
Vergleich zu einer alleinigen Stimulation mit LPS. Im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle 
hatte eine Einzelstimulation mit Kavain bei beiden untersuchten Inkubationszeiten keinen 
Einfluss auf die Synthese der TNF-α-mRNA in Mikroglia. In aktivierten Astrozyten zeigte sich 
eine signifikante Reduktion der TNF-α-mRNA nach sechs Stunden, nach vierundzwanzig 
Stunden zeigte sich keine Veränderung (Abb. 3.17). 
 
Abb. 3.17: Einfluss von Kavain auf die TNF-α-mRNA von Mikroglia und Astrozyten. Kavain (5μM) 
reduzierte signifikant die Menge der TNF-α-mRNA in LPS-aktivierter (5 ng/ml) Mikroglia nach sechs 
Stunden von 100% auf 77,3% und nach vierundzwanzig Stunden von 100% auf 78%. In LPS-aktivierten 
(10 ng/ml) Astrozyten zeigte sich nach sechs Stunden eine signifikante Reduktion der TNF-α-mRNA-
Synthese von 100% auf 77,9%, nach vierundzwanzig Stunden zeigte sich keine Veränderung. (Daten 
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3.4.14 Einfluss von Methysticin auf die TNF-α-mRNA -Synthese in Mikroglia und 
 Astrozyten 
In LPS-aktivierter Mikroglia zeigte sich nach einer sechs- und einer vierundzwanzig-stündigen 
Koinkubation mit Methysticin eine signifikante Herabregulation der TNF-α-mRNA-Synthese im 
Vergleich zu einer alleinigen Stimulation mit LPS. Im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle 
hatte eine Einzelstimulation mit Methysticin bei beiden untersuchten Inkubationszeiten keinen 
Einfluss auf die Synthese der TNF-α-mRNA in Mikroglia. In aktivierten Astrozyten zeigte sich 
eine deutliche Reduktion der TNF-α-mRNA nach sechs Stunden, nach vierundzwanzig 
Stunden zeigte sich eine signifikante Reduktion (Abb. 3.18). 
 
Abb. 3.18: Einfluss von Methysticin auf die TNF-α-mRNA von Mikroglia und Astrozyten. 
Methysticin (5μM) reduzierte signifikant die Menge der TNF-α-mRNA in LPS-aktivierter (5 ng/ml) 
Mikroglia nach sechs Stunden von 100% auf 83% und nach vierundzwanzig Stunden von 100% auf 
74%. In LPS-aktivierten (10 ng/ml) Astrozyten zeigte sich nach sechs Stunden eine Reduktion der TNF-
α-mRNA-Synthese von 100% auf 92%, nach vierundzwanzig Stunden zeigte sich eine signifikante 
Reduktion von 100% auf 80%. (Daten sind dargestellt als Mittelwert + SEM, n = 3(a+d), n = 4(b), n = 
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3.4.15 Einfluss von Yangonin auf die TNF-α-mRNA -Synthese in Mikroglia und 
 Astrozyten 
In LPS-aktivierter Mikroglia zeigte sich nach einer sechs-stündigen Koinkubation mit Yangonin 
eine signifikante Herabregulation der TNF-α-mRNA-Synthese im Vergleich zu einer alleinigen 
Stimulation mit LPS, nach einer vierundzwanzig-stündigen Stimulation zeigte sich eine 
deutliche Reduktion der TNF-α-mRNA-Synthese. Im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle 
hatte eine Einzelstimulation mit Methysticin bei sechs-stündiger Inkubation keinen Einfluss auf 
die Synthese der TNF-α-mRNA in Mikroglia, nach vierundzwanzig-stündiger Inkubation zeigte 
die alleinige Stimulation mit Yangonin gegenüber der unstimulierten Kontrolle eine Erhöhung 
der TNF-α-mRNA-Synthese. In aktivierten Astrozyten zeigte sich eine deutliche Reduktion der 
TNF-α-mRNA nach sechs Stunden, nach vierundzwanzig Stunden zeigte sich eine signifikante 
Reduktion (Abb. 3.19). 
 
Abb. 3.19: Einfluss von Yangonin auf die TNF-α-mRNA von Mikroglia und Astrozyten. Yangonin 
(5μM) reduzierte signifikant die Menge der TNF-α-mRNA in LPS-aktivierter (5 ng/ml) Mikroglia nach 
sechs Stunden von 100% auf 79,2%, nach vierundzwanzig Stunden zeigte sich eine Reduktion von 
100% auf 89,8%. In LPS-aktivierten (10 ng/ml) Astrozyten zeigte sich nach sechs Stunden eine 
Reduktion der TNF-α-mRNA-Synthese von 100% auf 83,4%, nach vierundzwanzig Stunden zeigte sich 
eine signifikante Reduktion von 100% auf 72,7%. (Daten sind dargestellt als Mittelwert + SEM, n = 
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3.4.16 Einfluss einer Koinkubation von Kavain, Methysticin und Yangonin 
gemeinsam auf die TNF-α-mRNA -Synthese in Mikroglia und Astrozyten 
In LPS-aktivierter Mikroglia zeigte sich nach einer sechs- und einer vierundzwanzig-stündigen 
Koinukabation mit den Kavalaktonen Kavain, Methysticin und Yangonin (KMY) eine 
signifikante Reduktion der TNF-α-mRNA-Synthese im Vergleich zu einer alleinigen Stimulation 
mit LPS. Im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle hatte eine Stimulation mit Kavain, 
Methysticin und Yangonin nach sechs-stündiger Inkubation keinen Einfluss auf die Synthese 
der TNF-α-mRNA in Mikroglia, nach vierundzwanzig-stündiger Inkubation fand sich eine 
deutliche Erhöhung gegenüber der unstimulierten Kontrolle. In aktivierten Astrozyten zeigte 
sich keine Änderung der iNOS-mRNA nach sechs und nach vierundzwanzig Stunden (Abb. 
3.20). 
 
Abb. 3.20: Einfluss einer Koinkubation von Kavain, Methysticin und Yangonin auf die TNF-α-
mRNA von Mikroglia und Astrozyten. Eine Koinkubation mit Kavain, Methysticin und Yangonin (KMY, 
je 5μM) reduzierte signifikant die Menge der TNF-α-mRNA in LPS-aktivierter (5 ng/ml) Mikroglia nach 
sechs Stunden von 100% auf 91,5%, nach vierundzwanzig fand dagegen sich eine signifikante 
Erhöhung von 100% auf 130,4%. In LPS-aktivierten (10 ng/ml) Astrozyten zeigte sich keine 
Veränderung der TNF-α-mRNA-Synthese nach sechs und nach vierundzwanzig Stunden. (Daten sind 
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3.4.17 Zusammenfassende Darstellung der mRNA-Untersuchungen 
Die folgenden zwei Tabellen zeigen eine vergleichende Zusammenfassung der Ergebnisse 
aus den Abbildungen 3.5 bis 3.20.  
 
Tab. 3.1: Zusammenfassung der qPCR-Ergebnisse (Abb. 3.5. - 3.20) in Mikroglia. (▲ = Erhöhung 
> 5%; ▼ = Senkung > 5%; - = Abweichung < 5%; * = p < 0,05; ** = p < 0,01; *** = p < 0,001] 
 
 
Tab. 3.2: Zusammenfassung der qPCR-Ergebnisse (Abb. 3.5. - 3.20) in Astrozyten. (▲ = Erhöhung 





3.5 Einfluss der Kavalaktone Kavain, Methysticin und Yangonin auf die  
 Proteinsynthese proinflammatorischer Mediatoren in Mikroglia  
 
3.5.1 Einfluss der Kavalaktone Kavain, Methysticin und Yangonin auf die 
 Proteinsynthese von IL-6 in Mikroglia 
In LPS-aktivierter Mikroglia zeigte sich nach einer vierundzwanzig-stündigen Koinkubation mit 
Kavain oder Yangonin eine erniedrigte Menge von IL-6 im Vergleich zu einer alleinigen 
Stimulation mit LPS. Eine vierundzwanzigstündige Koinkubation mit Methysticin reduzierte die 
Menge von IL-6 signifikant. Im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle hatte eine 
Einzelstimulation mit Kavain, Methysticin oder Yangonin keinen Einfluss auf die Menge des IL-
6 in Mikroglia. 
 
Abb. 3.21: Einfluss von Kavain, Methysticin und Yangonin auf die Proteinsynthese von IL-6 in 
Mikroglia. Kavain (5μM) reduzierte die Menge des von LPS-aktivierter (5 ng/ml) Mikroglia in den 
Zellkulturüberstand freigesetzten IL-6 nach vierundzwanzig Stunden von 100% auf 92%, Methysticin 
reduzierte die Freisetzung von IL-6 signifikant von 100% auf 84%. Yangonin reduzierte die Freisetzung 
von IL-6 von 100% auf 88,3%. (Daten sind dargestellt als Mittelwert + SEM, n = 3, * = p < 0,05; ** = p < 
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3.5.2 Einfluss der Kavalaktone Kavain, Methysticin und Yangonin auf die 
 Proteinsynthese von TNF-α in Mikroglia 
In LPS-aktivierter Mikroglia zeigte sich nach einer vierundzwanzigstündigen Koinkubation mit 
Kavain oder Methysticin eine signifikant erniedrigte Menge von TNF-α im Vergleich zu einer 
alleinigen Stimulation mit LPS. Eine vierundzwanzigstündige Koinkubation mit Yangonin 
reduzierte die Menge von TNF-α signifikant. Im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle hatte 
eine Einzelstimulation mit Kavain, Methysticin oder Yangonin keinen Einfluss auf die Menge 
des sythetisierten TNF-α in Mikroglia. 
 
Abb. 3.22: Einfluss von Kavain, Methysticin und Yangonin auf die Proteinsynthese von TNF-α in 
Mikroglia. Kavain (5μM) reduzierte signifikant des von LPS-aktivierter (5ng/ml) Mikroglia in den 
Zellkulturüberstand freigesetzten TNF-α nach vierundzwanzig Stunden von 100% auf 87,6%, 
Methysticin reduzierte die Freisetzung signifikant von 100% auf 93,3%. Yangonin reduzierte die 
Freisetzung von TNF-α von 100% auf 93,6%. (Daten sind dargestellt als Mittelwert + SEM, n = 3, ** = p 
















































































































































































































3.6  Einfluss der Kavalaktone Kavain, Methysticin und Yangonin auf den 
 ERK-Signalweg in Mikroglia 
Der Einfluss von Kavain, Methysticin und Yangonin auf die intrazelluläre Signalübertragung 
via Aktivierung von ERK1/2 in LPS-aktivierter Mikroglia wurde mittels Western Blot analysiert. 
ERK1/2 aus der Familie der MAP-Kinasen stellt einen wichtigen Baustein in der Übertragung 
extrazellulärer Signale auf die Zelle hinsichtlich Proliferation, Differenzierung und 
entzündlicher Aktivierung dar. Nach einer signalbedingten Phosphorylierung wird das nun 
pERK genannte Protein in den Zellkern transportiert, wo es im folgenden bestimmte 
Transkriptionsfaktoren aktiviert, und damit die Genexpression verändert. Die repräsentative 
Abbildung 3.23 zeigt eine starke Aktivierung von pERK1/2 bei Stimulation mit LPS, bei 
Kostimulation mit Kavain und Methysticin kommt es bereits zu einer leichtgradigen Reduktion, 
bei Kostimulation mit Yangonin zu einer ausgeprägten Reduktion. Die Kontrolle zeigt eine 
relative hohe pERK-Aktivierung, nach Inkubation mit Kavain und Methysticin zeigt sich eine 
nur noch leichte pERK1/2-Aktiverung, nach Inkubation mit Yangonin eine sehr leichte 
Aktivierung. Die Kontrollbande ERK2 zeigt eine weitgehend homogene Verteilung (Abb. 3.23). 
 
 
Abb. 3.23: Einfluss von Kavain, Methysticin und Yangonin auf die Menge von pERK1/2 und ERK2 
in Mikroglia. (Inkubationsdauer fünfzehn Minuten) In LPS-aktivierter Mikroglia zeigte sich keine 
deutliche Veränderung der pERK1/2-Menge im Vergleich zu einer alleinigen Stimulation mit LPS nach 
einer fünfzehnminütigen Koinkubation mit Kavain oder Methysticin. Eine Stimulation mit Yangonin zeigte 
eine ausgeprägte Reduktion der pERK1/2-Menge. Im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle zeigte sich 
bei einer Einzelstimulation mit Kavain, Methysticin und Yangonin eine erniedrigte Menge von pERK1/2. 
Die Ladekontrolle des unphosphorylierten ERK 2 zeigt eine weitgehend homogene Beschickung der 





Abb. 3.24: Densitometrische Auswertung des Einflusses von Kavain, Methysticin und Yangonin 
auf die Menge von pERK1/2 in Mikroglia. Kavain (5μM) reduzierte die Menge von pERK1/2 in LPS-
aktivierter (5 ng/ml) Mikroglia nach fünfzehn Minuten von 100% auf 88,7%, Methysticin reduzierte die 
Menge von pERK1/2 von 100% auf 74%, Yangonin von 100% auf 73,6%. (Daten sind dargestellt als 
































































































































































































Im Folgenden werden die Ergebnisse dieser Dissertation im Kontext des aktuellen 
Wissensstandes und im Hinblick auf eine mögliche medizinische Relevanz diskutiert. 
 
4.1 Toxizität der Kavalaktone 
Zunächst wurden Experimente zur Untersuchung der Toxizität von Kavain, Methysticin und 
Yangonin gegenüber Mikroglia durchgeführt. Hierbei wurden in vitro keine zytotoxischen 
Wirkungen von Kavain, Methysticin und Yangonin auf Mikroglia in der Konzentration von 5μM  
und auf Astrozyten in der Konzentration von 10 µM festgestellt. Vielmehr konnte mit dieser 
Arbeit gezeigt werden, dass sich Kavalaktone in einer moderaten und realistischen Dosierung 
potenziell günstig auf eine Dämpfung der inflammatorische Aktivität von Mikroglia auswirken. 
Die australische Forschergruppe um Iqbal Ramzan veröffentlichte dagegen kürzlich Hinweise 
darauf, dass Kavalaktone über  die Beeinflussung von Lebermakrophagen zur Apoptose von 
Hepatozyten beitragen können (Zhang et al., 2012). Sie führten dazu in vivo-Versuche an 
ausgewachsenen männlichen Ratten vom Stamm Sprague-Dawley durch und beurteilten 
anschließend elektronenmikroskopisch die zellmorphologischen Veränderungen. Dabei 
setzten sie eine Kavalaktonkonzentration von 43,4μM ein, eine Dosis, die mehr als achtmal so 
hoch war, wie die, welche für die Experimente dieser Arbeit verwendet wurde. Zum Vergleich: 
Ein 75kg schwerer Mensch, der die international empfohlene Tageshöchstdosis von 250 mg 
Kavalaktonäquivalent zu sich nimmt, wird bei idealer, d.h. sofortiger und totaler Verteilung 
höchstens eine Konzentration von etwa 14μM Gesamtkavalakton in seinem Körper aufbauen. 
Zum Thema der Toxizität, insbesondere auf Hepatozyten, herrschte bis zuletzt eine lebhafte 
Kontroverse, denn in der Tradition der Kavakultur mit einer wassergebundenen 
Darreichungsform ist eine Lebertoxizität der Kavalaktone nicht explizit beschrieben (Tang et 
al., 2011, Teschke et al., 2011, Lasme et al., 2008). Möglicherweise gehen die toxischen 
Nebenwirkungen einiger Kavaprodukte vom inbesondere im Stamm der Pflanze enthaltenen 
Pipermethystin aus, welches in den Wurzeln nur in sehr geringer Konzentration zu finden ist 
(Lim et al., 2007, Nerurkar et al., 2004). Es wurde in diesem Zusammenhang beschrieben, 
dass im Zuge der großen Nachfrage nach Kavarohmaterial Ende der neunziger Jahre nicht 
nur Wurzelbestandteile, sondern auch überirdische Pflanzenteile wie Stamm und Blätter zur 
Herstellung von Kavaprodukten verwendet wurden (Dragull et al., 2003). 
 
4.2 Kavalaktone und Mikroglia 
Wie beeinflussen Kavalaktone Mikroglia? Welche Rezeptoren kommen in Betracht?  
Zunächst einmal ist es angesichts der hohen Lipophilie und des relativ geringen 
Molekulargewichts der Kavalaktone durchaus denkbar, dass Kavalaktone ihre Wirkung primär 
intrazellulär entfalten. Diesbezüglich existieren jedoch keine gesicherten Erkenntnisse.  
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Kavain, Methysticin und in zehnfach geringer Potenz auch Yangonin verstärken die Bindung 
des antagonistisch wirkenden Bicucullin am ionotropen GABA-A-Rezeptor, während die 
Bindung von Flunitrazepam unverändert bleibt (Boonen und Haberlein, 1998). Bicucullin wird 
u.a. zur Auslösung von epileptischen Anfällen im Tiermodell verwendet (Johnston 2013). Ein 
Kavaextrakt erhöhte die Bindung des GABA-Agonisten Muscimol am GABA-A-Rezeptor 
(Jussofie et al., 1994). Mikroglia exprimieren GABA-B-Rezeptoren (Kuhn et al., 2004), 
Clonazepam, Midazolam und Diazepam vermindern die iNOS- und TNF-α-Expression sowie 
die Proliferation LPS-aktivierter Microglia in vitro (Wilms et al., 2003). Ob Kavalaktone über 
einen GABA-ergen, nicht GABA-B-Rezeptor-gebunden Weg antiinflammatorische Effekte auf 
Mikroglia ausüben, ist unklar. 
 
Mikroglia exprimieren die spannungsabhängigen Natriumkanäle Nav1.1, Nav1.5 und Nav 1.6, 
wobei die Expression von Nav 1.6 in Zellkulturen über die der anderen beiden Kanäle dominiert 
(Black und Waxman, 2011). Nav 1.6 in Mikroglia sind im MS-Mausmodell der experimentellen 
autoimmunen Enzephalitis-(EAE) heraufreguliert, eine Blockade mit Phenytoin reduziert 
sowohl die Mikrogliaaktivität als auch die Klinik der Versuchstiere deutlich (Craner et al., 2005). 
Phenytoin reduziert die LPS-induzierte mikrogliale Produktion von IL-1β und TNF-α um 50-
60%, während die Produktion von IL-6 unverändert blieb (Black et al., 2009). Kavain und 
Methysticin inhibieren spannungsabhänige Natriumkanäle (Magura et al., 1997, Gleitz et al., 
1996a), Kavain vermindert unter anoxischen Bedingungen ATP-Depletion und exzessiven 
Calciumeinstrom (Gleitz et al., 1996b). In der Zusammenschau erklären diese Ergebnisse 
möglicherweise die neuroprotektive Wirkung von Kavalaktonen in Ischämiemodellen. Bereits 
1991 hatten Backhauss und Krieglstein Methysticin und einem aus mehreren Kavalaktonen 
bestehenden Kavaextrakt die Fähigkeit zur Reduzierung der Infarktgröße in Nagetieren in 
einem klassischen Ischämiemodell nachgewiesen (Backhauss und Krieglstein 1991). Sie 
vermuteten als Mechanismus eine durch Kavalaktonwirkung verminderte neuronale 
Hypererexzitation. Mittlerweile ist es anerkannt, dass komplexe postischämische 
Entzündungsreaktionen die Infarktgröße und das Ausmaß der neuronalen Schädigung 
erhöhen (Shrivastava et al., 2012, Wang et al., 2006, Conolly et al., 1996). Möglicherweise 
trägt die Natriumkanalhemmung zur antiinflammatorischen und neuroprotektiven Wirkung der 
Kavalaktone bei. 
 
Eine pharmakologische Blockade von L-Typ Kalziumkanälen reduziert die durch IFN-γ 
induzierte Neurotoxizität von Mikroglia und Astrozyten in vitro (Hashioka et al., 2012). Kavain 
hemmt die durch muskarinerge Rezeptoren und spannungsabhängige Kalziumkanäle 
vermittelte Kontraktion glatter Muskelzellen (Martin et al., 2000). Es wurde ein indirekter Effekt 
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von Kavain und Dihydromethysticin auf neuronale Kalziumkanäle vermutet, die zugrunde 
liegenden Mechanismen sind aber unklar (Walden et al., 1997). Ob und inwieweit sich diese 
Ergebnisse auf Mikroglia und Astrozyten übertragen lassen, ist noch nicht geklärt.  
 
Die Cannabinoidrezeptoren CB-1 und CB-2 sind 7-transmebranäre G-Protein-gekoppelte 
Rezeptoren (GPCR) (Rom und Persidsky, 2013). CB-1 und CB-2 vermitteln ihre Wirkung via 
MAP-K, p-38-MAP-K und JNK (Howlett, 2005). CB-2 kann eine Aktivierung der Phospholipase 
C (PLC) (Shoemaker et al., 2005) und kleiner G-Proteine bewirken (Kurihara et al., 2006). CB-
2 wird u.a. von Mikroglia und möglicherweise auch von Astrozyten exprimiert (Carlisle et al., 
2002, Molina-Halgado et al., 1998). CB-2 werden klassischerweise antiinflammatorische und 
immunmodulierende Eigenschaften zugeschrieben, weiter ist eine Involvierung u.a. in 
Embryonalentwicklung und Knochenstoffwechsel nachgewiesen (Buckley, 2008, Miller und 
Stella, 2008). CB-2 Agonisten können die LPS-induzierte Expression von IL-1β und TNF-α in 
Monozyten vermindern (Gertsch, 2008).  
 
CB-1 kommt in voller Länge und in zwei Spleißvarianten vor (Xiao et al., 2008). Die CB-1-
Aminosäuresequenzen von Mensch und Nagetieren überschneiden sich zu etwa 94%. Die 
Aufteilung in CB-1 und CB-2 scheint phylogenetisch mit der Entwicklung der adaptiven 
Immunität zu korrelieren, wobei CB-2 der evolutionär jüngere und weniger konservierte 
Rezeptor ist (Anday und Mercier, 2005). CB-1 bewirkt neben der oben beschriebenen 
Signaltransduktion über MAP-K, p-38-MAP-K und JNK eine Aktivierung einwärtsgerichter 
Kaliumkanäle und eine Inhibition spannungsabhängiger Calciumkanäle (Mackie et al., 1995). 
CB-1 kann auch an stimulierende G-Proteine binden (Chen et al., 2010, Abadji et al., 1999). 
Der Cannabinoidrezeptor 1 wird im ZNS von glutamatergen, GABA-ergen und dopaminergen 
Neuronen (Kim et al., 2005), Astrozyten (Bouabala et al., 1995), Mikroglia (Walter et al., 2003) 
und Oligodendrozyten (Molina-Halgado et al., 2002) exprimiert. In der Immunperipherie wird 
CB-1 u.a. von Lymphozyten exprimiert (Kaminski et al., 1992). Cannabinoidrezeptorliganden 
werden aufgrund ihrer Herkunft als endogen, pflanzlich oder synthetisch und aufgrund ihrer 
Struktur als klassisch, nicht-klassisch, endogen oder als Aminalkyndol eingeteilt (Kaplan, 
2013, Sarfaraz et al., 2008). Cannabinodrezeptordefiziente Mäuse zeigen eine verstärkte T-
zelluläre Immunantwort gegen Influenzaviren, welche teilweise auf eine verstärkte 
Antigenpräsentation über MHC I+II, inbesondere unter Stimulation mit LPS, zurückzuführen 
ist (Karmaus 2011). Die unselektiven Cannabinoidrezeptoragonisten WIN55,212-2 und HU210 
bewiesen im MPTP-Parkinson-Mausmodell eine neuroprotektive Wirkung, welche Mikroglia- 
und CB-1-abhängig war (Chung et al., 2011). Im einem viral induzierten EAE-Mausmodell 
bewirkte der CB-1-selektive endogene Agonist Arachidonyl-2-Chlorethylamid (ACEA) eine 
langdauernde klinische Verbesserung, verringerte Mikrogliaaktivierung und MHCII-Expression 
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(Arevalo-Martin et al., 2003). Im durch Myelin Oligodendrozyten Glycoprotein (MOG) 
induzierten EAE-Mausmodell reduziert WIN55,212-2 CB-1-abhängig die erhöhte Expression 
von iNOS und TNF-α in Hirnstamm und Rückenmark (de Lago et al., 2012).  
In einer vorläufigen Strukturaktivitätsbeziehungsanalyse von Ligresti et al. zeigte von den in 
der vorliegenden Arbeit untersuchten Kavalaktonen nur Yangonin eine 
Cannabinoidrezeptoraffinität mit einer CB-1-Selektivität (Ki=0,72µM) gegenüber CB-2 
(Ki=10µM) (Ligresti et al, 2012). Mikroglia exprimieren mehr CB-2 als CB-1 (Rock et al., 2007). 
In der Zusammenschau lässt sich ableiten, dass die Wirkung von Yangonin auf Mikroglia 
zumindest teilweise über CB-1 und CB-2 vermittelt sein kann und dass Kavain und Methysticin 
diese Fähigkeit wahrscheinlich nicht besitzen. Dies kann den in der vorliegenden Arbeit 
dargestellten Wirkunterschied zwischen dem Dienolidpyron Yangonin und den Enolidpyronen 
Kavain und Methysticin auf LPS-aktivierte Mikroglia erklären, bereits Werny und Hänsel hatten 
den qualitativen Wirkunterschied von Yangonin gegenüber Kavain und Methysticin auf die 
ungesättigten C-Atome 5 und 6 im Laktonring der Enolidpyrone zurückgeführt (Werny und 
Hänsel, 1963). Klohs et al. haben eine geringere biologische Aktivität der Kavalaktone des 
Yangonintyps gegenüber denen des Kavaintyps postuliert (Klohs et al., 1979). 
 
4.3 Einfluss von Yangonin auf Mikroglia und Astrozyten 
In der vorliegenden Arbeit zeigte Yangonin bei Koinkubation LPS-aktivierter Mikroglia und 
Astrozyten eine signifikante Reduktion der IL-1ß-mRNA nach sechs Stunden, um 41% in 
Mikroglia und um 23% in Astrozyten, und nach vierundzwanzig Stunden, um 25,5% in 
Mikroglia und um 26,2% in Astrozyten. IL-1ß ist ein hochpotentes Zytokin und eine molekulare 
Schlüsselstelle systemischer und zellulärer Entzündungsvorgänge (Dinarello 2010). Die 
therapeutische Blockade von IL-1 durch den Interleukin-1-Rezeptorantagonisten Anakinra, 
den löslichen IL-1-Rezeptor Rilonacept oder den IL-1-Rezeptorantikörper Canakinumab wird 
erfolgreich zur Behandlung von Gicht, Morbus Behcet, Morbus Still des Erwachsenenalters, 
Spondylarthropathie, dem familiärem Mittelmeerfieber und zahlreicher seltenerer 
autoinflammatorischer Syndrome mit Defekten in IL-1-assoziierten Signalwegen eingesetzt 
(Moll und Kuemmerle-Deuschner, 2013). Auch im Rahmen der komplexen multifaktoriellen 
Erkrankung Diabetes Mellitus Typ II (Larsen et al., 2007) und systolischer Herzinsuffizienz 
(Abbate et al., 2013) scheinen IL-1-Antagonisten einen positiven Effekt zu haben. Weiter 
reduzierte eine Koninkubation mit Yangonin die IL-6-mRNA in Mikroglia nach sechs und nach 
vierundzwanzig Stunden, in Astrozyten fand sich hingegen an beiden Zeitpunkten eine 
signifikante Erhöhung der IL-6-mRNA. Zuletzt soll erwähnt werden, dass Yangonin die TNF-
α-mRNA in Astrozyten nach vierundzwanzig Stunden signifikant senkte. Aus den letzten 
beiden Absätzen lässt sich die Vermutung ableiten, dass Yangonin in Mikroglia und Astrozyten 
Cannabinoidrezeptorabhängig IL-1ß reduzieren könnte.  
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4.4 Einfluss von Kavain und Methysticin auf Mikroglia und Astrozyten 
Mittels qPCR konnte in der vorliegenden Arbeit erstmals belegt werden, dass sowohl Kavain 
als auch Methysticin die Transkription der mRNA von iNOS, IL-6, IL-1β und TNF-α in LPS-
aktivierter Mikroglia signifikant und konsistent senken. Eine reduzierte Expression von IL-6 und 
TNF-α in LPS-aktivierter Mikroglia konnte per ELISA auch auf Proteinebene gezeigt werden. 
Ähnliche Ergebnisse liegen für die TNF-α-Sekretion LPS-aktivierter Zellen einer 
Monozytenleukämie-Zelllinie (THP-1) vor, hier zeigte sich Kavain als potenter Inhibitor, 
Methysticin zeigte eine geringere inihibierende Wirkung (Polastri et al., 2009). Die Involvierung 
von IL-6, IL-1β und TNF-α in neuroinflammatorischen Prozessen wurde in der Einleitung der 
vorliegenden Arbeit abgehandelt. Eine medikamentöse antiinflammatorische Therapie 
neurodegenerativer Erkrankungen ist vielversprechend und deren Entwicklung voller 
Rückschläge (Lyman et al., 2014), die Komplexität der zugrundeliegenden 
Pathomechanismen ist außerordentlich herausfordernd. TNF-α-Antagonisten wie Etanercept, 
Infliximab, Adalimumab und Certolizumab werden heute erfolgreich zur Behandlung der 
rheumatoiden Arthritis und Unterformen ebendieser, des Morbus Bechterew und des Morbus 
Crohn verwendet. Eine Vielzahl an weiteren Substanzen, welche gezielt mit TNF-α verwandten 
Molekülen interagieren, befinden sich für oben genannte und weitere, insbesondere 
neoplastische und peripher-entzündliche Krankheitsbilder in Zulassungsstudien (Croft et al., 
2013).  
Dimethylfumarat (DMF) ist ein weiterer hoffnungsvoller Kandidat für die Behandlung 
neuroinflammatorischer glialer Aktiverung, im LPS-Rattenmodell reduzierte DMF die 
mikrogliale Produktion von IL-6, IL-1β und in geringerem Umfang auch von TNF-α (Wilms et 
al., 2010). DMF ist seit kurzem für Behandlung der schubförmig-remittierenden Multiplen 
Sklerose in den USA zugelassen und bewirkt eine vergleichsweise gute Schubreduktion bei 
vorteilhaftem Nebenwirkungsprofil. Der Effekt von DMF wird zumindest in Teilen über den 
Nrf2-induzierten ARE-Weg und die Inhibition von NF-κB vermittelt (Fox et al., 2013, Linker und 
Gold, 2013, Albrecht et al., 2012).  
Curcuminoide aus Curcuma longa besitzen antiinflammatorische, antioxidative und 
antimikrobielle Effekte, sie zeigen eine Aktivität gegen verschiedene zentralnervöse 
Erkrankungen, darunter AD, PD und MS (Villaflores et al., 2012, Ringman et al., 2005).  
Resveratrol, ein den Kavalaktonen strukturell ähnliches Stilbenoid wurde 1939 in Veratrum 
grandiflorum entdeckt. Es befindet sich auch in Rotwein und wurde für dessen 
gesundheitsfördernde Wirkung verantwortlich gemacht (Siemann und Creasy, 1992). Es 
aktiviert ARE via Nrf2, inhibiert NF-κB (Carizzo, 2013) und hemmt die LPS-induzierte 
Produktion von NO, IL-6 und TNF-α in Mikroglia und Astrozyten, sowie von IL-1β in Mikroglia. 
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Dabei zeigt sich eine stärkere Wirkung auf Mikroglia als auf Astrozyten, und eine Beteiligung 
von ERK ist wahrscheinlich (Lu et al., 2010, Zhang et al., 2010, Bi et al., 2005). 
 
4.5 Einfluss der Kombination von Kavain, Methysticin und Yangonin auf 
Mikroglia und Astrozyten 
Die Kombination von Kavain, Methysticin und Yangonin verursachte die stärksten 
Veränderungen überhaupt, diese Effekte waren jedoch inkonsistenter als die durch Inkubation 
mit Kavain oder Methysticin hervorgerufenen. Insbesondere fand sich eine Reduktion der 
mikroglialen IL-6-mRNA nach sechs und vierundzwanzig Stunden um 33% und 41% und eine 
Reduktion der astrozytären Il-1ß-mRNA nach vierundzwanzig Stunden um 20,5%, letzteres 
möglicherweise als Yangonin-vermittelter Effekt. Weiter fand sich eine Reduktion der 
mikroglialen iNOS-mRNA nach vierundzwanzig Stunden um 34%. Eine synergistische 
Wirkung der Inhaltsstoffe von Piper methysticum wurde mehrfach beschrieben (Walden et al., 
1997, Singh, 2004), aber ob der Effekt durch die gemeinsame Wirkung der verschiedenen 
Kavalaktone oder gerade durch deren Interaktion mit den weiteren Inhaltsstoffen der 
Kavapflanze entsteht, ist unvollständig verstanden. Der Wurzelextrakt von Piper methysticum 
enthält diverse Inhaltsstoffe aus mehreren chemischen Stoffklassen, deren Gehalt zusätzlich 
in Abhängigkeit vom Kultivar und den Lebensbedinungen der Pflanze variiert. Es gibt 18 
bekannte natürliche Kavalaktone, die sechs Hauptkavalaktone Kavain, Dihydrokavain, 
Methysticin, Dihydromethysticin, Yangonin und Desmethoxyyangonin machen etwa 95% des 
Lipidextrakts der Pflanze und etwa 9-12% des Trockengewichts der Wurzeln aus (Levesque, 
1985). Es ist naheliegend, dass die kombinierte Applikation dieser Stoffe den Organismus im 
allgemeinen und Gliazellen im Speziellen auf andere Weise beeinflussen kann als die eine 
reine Koinkubation mit Kavain, Methysticin oder Yangonin. Weiterhin ist davon auszugehen, 
dass die Zusammensetzung der Stoffe maßgeblich durch die Extraktionsmethode beeinflusst 
wird, insbesondere steht hier die traditionelle Lösung eines Wurzelpulvers in kaltem Wasser 
der modernen Ethanol- und Acetonextraktion gegenüber (Shimoda et al., 2012, Olsen et al., 
2011). Die Überprüfung der Effekte dieser Gesamtextrakte auf aktivierte Mikroglia und 
Astrozyten kann in diesem Zusammenhang vielversprechend sein. Im Extrakt von Piper 
methysticum finden sich die Alkaloide cinnamoyl- und m-methoxy-Cinnamoylpyrrolinidin 
(Aschenbach und Karl, 1970), Pipermethistin (Smith 1979), die Ketone Methylen-3,4-
dioxycinnamilidin-Aceton und cinnamylidin-Aceton (Jossang und Molho, 1967), die 
Phytosterole Stigmasterol, Stigmastenol, β-sitosterol und Campesterol (Grazca und Ruff, 
1986), organische Säuren (Aschenbach und Karl, 1971), aliphatische Alkohole (Grazca und 
Ruff, 1986) und die Flavonoide Flavokavain A, B und C (Dutta and Ray, 1973), welche 
ebenfalls antiinflammatorische, krebshemmende und antinozizeptive Eigenschaften 
aufweisen (Abu et al., 2013). 
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4.6 Einfluss von Kavain, Methysticin und Yangonin auf die 
Stickoxidproduktion von Mikroglia 
In der vorliegenden Arbeit zeigten die Kavalaktone Kavain, Methysticin und Yangonin keinen 
deutlichen Einfluss auf die NO-Produktion LPS-stimulierter Mikroglia nach 24 Stunden. Kavain 
zeigte keinen Effekt auf die tracheale NO-Produktion in Ratten, welche im Normalzustand 
wahrscheinlich über die konstitutiv exprimierten NO-Synthasen eNOS und nNOS und nicht 
durch die iNOS generiert wird (Ricciardiolo et al., 2004, Martin et al., 2000). In der vorliegenden 
Arbeit findet sich eine Diskrepanz zwischen der gleichbleibenden Menge des produzierten NO 
nach vierundzwanzig Stunden und der erniedrigten Transkription der iNOS nach sechs und 
nach vierundzwanzig Stunden. Dies könnte sich durch die vergleichsweise kurzfristige 
Regulation der iNOS erklären, deren zytosolische Halbwertszeit nur etwa zwei Stunden 
beträgt, im Vergleich beträgt die Halbwertszeit der konstitutiv exprimierten Stickoxidsynthase 
nNOS zwanzig Stunden und die der eNOS 28 Stunden (Fairchild et al., 2001, Noguchi et al., 
2000). Die iNOS erzeugt nach Dimerisierung kalziumunabhängig große Mengen von NO 
(Kolodziejski et al., 2004). Kavain und Methysticin reduzierten in den in dieser Arbeit gezeigten 
Experimenten die Transkription der iNOS. Möglicherweise steigern die in dieser Arbeit 
verwendeten Kavalaktone zumindest vorübergehend die Aktivität dieses Enzyms, 
beispielsweise durch eine gesteigerte Effizienz der posttranskriptionellen Prozessierung der 
iNOS-mRNA, des Häm-Einbaus, der Bindung an Calmodulin oder der Dimerisierung der iNOS-
Monomere. Verschiedene natürlich vorkommende Polyphenole, darunter die Flavonoide 
Quercetin, Daidzein, Biochanin-A und Epicatechin können Peroxynitrit einfangen, ihre Potenz 
diesbezüglich hängt im Wesentlichen von Konstellation der Hydroxylgruppen ab (Pavlovic und 
Santaniello, 2007), welche bei den Kavalaktonen an Position 10, 11 und 12 vorkommen.  
 
Wir müssen davon ausgehen, dass es innerhalb der verwendeten Mikrogliapopulation eine 
Einteilung in funktionelle Subtypen gibt, während in der vorliegenden Arbeit wie auch in der 
großen Mehrzahl der Publikationen nur die Gesamtaktivität sehr vieler Zellen erfasst wurde 
(Hanisch, 2012). Es konnte beispielsweise gezeigt werden, dass nur eine mikrogliale 
Subpopulation von etwa 30% bei neugeborenen und von bis zu 75% in jungen erwachsenen 
Ratten auf einen LPS-Stimulus hin TNF-α produzieren (Scheffel et al., 2012).  
 
4.7 Besonderheiten von Astrozyten 
Astrozyten können pro- und antiinflammatorisch wirken, ihr Beitrag zur Pathogenese von PD 
ist nur wenig verstanden. Astrozyten reagieren zeitlich anders als Mikroglia auf chemische 
Noxen (Hirsch et al., 2009). Die RNA-Untersuchungen per realtime-rt-PCR wurden in dieser 
Arbeit auch mit Astrozyten durchgeführt, die Konzentration des verwendeten LPS in den 
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Astrozyten betrug 10ng/ml, bei sämtlichen dargestellten Mikrogliaxperimenten wurden 5ng/ml 
verwendet. Die Ergebnisse der Experimente mit Astrozyten waren weniger eindeutig als die 
der Mikroglia, die gemessenen Veränderungen der Entzündungsmediatoren weniger stark, 
aber nicht minder interessant: Kavain vermochte hierbei die LPS-induzierte Erhöhung der RNA 
von iNOS, IL-1β und TNF-α nur kurzfristig (sechs Stunden) zu senken, ansonsten verhielt es 
sich inert. Methysticin zeigte sich als konsistentester Inhibitor der untersuchten RNAs in 
Astrozyten. Yangonin hingegen rief eine Erhöhung der RNAs von iNOS und IL-6 hervor, 
erzeugte aber andererseits die stärksten Reduktionen von IL-1β in Astrozyten, ein Effekt, der 
sich ganz ähnlich bereits bei den Mikrogliaversuchen gezeigt hatte. Astrozyten spielen eine 
wichtige Rolle bei zentralnervösen Entzündungsvorgängen (Darlington 2005), in Bezug auf 
Experimente mit Astrozytenkulturen muss jedoch immer eine gewisse Kontamination mit 
Mikroglia angenommen werden, welche erhebliche Verfälschungen hervorrufen kann (Saura, 
2007). LPS-aktivierte Mikroglia hemmen die Astrogliosereaktion und fördern die astrozyäre 
Transkription von IL-6 (Röhl et al., 2007). In unserer Forschungsgruppe werden daher OX-42-
Kontrollen durchgeführt, mit deren Hilfe der Mikrogliaanteil in den Astrozytenkulturen überprüft 
wird. Saura fasst weiter zusammen, dass Astrozyten zwar zweifelsohne iNOS exprimieren 
können, dies jedoch in einem sehr viel geringeren Umfang als Mikroglia. Die iNOS-Expression 
von Astrozyten kann allerdings unter bestimmten Bedingungen erhöht werden, insbesondere 
durch Stimulation mit LPS+IFNγ+TGF-β (Hamby et al., 2006). Diese Einschränkung darf bei 
der Bewertung der in dieser Arbeit gezeigten astrozytären iNOS-realtime-Untersuchungen 
nicht vergessen werden. Diese waren nicht signifikant. 
 
4.8 Einfluss von Kavalaktonen auf intrazelluläre Signalwege 
Shaik et al. konnten nachweisen, dass Methysticin ein potenter NF-κB-Inhibitor ist (Shaik et 
al., 2009). Kavain, Methysticin und Yangonin inhibieren die Bindung von NF-κB an die DNA 
(Folmer et al., 2006). In Übereinstimmung konnte in der vorliegenden Arbeit mittels Western 
Blot eine Hemmung der stromaufwärts liegenden Phosphorylierung von ERK durch Kavain, 
Methysticin und Yangonin im Rahmen des MAP-Kinase-Signalweges gezeigt werden. 
Wahrscheinlich ist eine Hemmung der Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-κB via ERK 
zumindest für einen Teil der Veränderungen in der Transkription von iNOS, IL-6, IL-1β und 
TNF-α in den vorangegangenen Experimenten verantwortlich. Die Inhibition von MAP-Kinasen 
und der konsekutiven Aktivierung von NF-κB zeigte einen neuroprotektiven Effekt in vitro und 
in vivo (Wilms et al., 2009). 
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4.9 Translationeller Ansatz - Klinische Relevanz von Kavalaktonen 
Es ist offensichtlich, dass die Inkubation von selektierten Zellpopulationen mit isolierten und 
gereinigten LPS eine stark simplifiziertes Modell der hochkomplexen Entzündungsreaktionen 
im menschlichen ZNS darstellt. Im Tierversuch erfolgreiche Substanzen scheitern in der 
Mehrzahl auf dem Weg zur gezielten klinischen Anwendung im Menschen. Doch so abwegig 
ist der Gedanke im Fall der Kavalaktone nicht, denn eine große Anzahl Menschen erfreut sich 
traditionell und regelmäßig des Genusses von Kavazubereitungen und im Hinblick auf 
pharmazeutische Eigenschaften wie Zellpermeabilität, Plasmaproteinbindung und chemischer 
Stabilität erwies sich Kavain als vielversprechend (Polastri et al., 2009). Insofern ist das 
translationelle Potential der im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten Grundlagenexperimente 
nicht zu vernachlässigen. Es besteht theoretisch jederzeit die Möglichkeit, klinische Studien 
an Konsumenten und epidemiologische Studien in Regionen, in denen traditionell Kava 
konsumiert wird, durchzuführen und es kann sehr aufschlussreich sein, Liquorproben von 
regelmäßigen Kavakonsumenten auf die in dieser Arbeit untersuchten 
Entzündungsmediatoren zu untersuchen und die Morbidität dieser Kohorte hinsichtlich 





5.  Zusammenfassung 
Chronische Neuroinflammation, eine chronische exzessive Aktivierung der Zellen des 
angeborenen Immunsystems im ZNS, trägt zum Fortschreiten bedeutender 
neurodegenerativer Krankheiten wie PD und AD bei. Innerhalb der hochkomplexen und bisher 
unvollständig verstandenen molekularen Abläufe scheinen Mikroglia eine zentrale Rolle 
einzunehmen. Dies begründet die Suche nach Substanzen, die dämpfend auf die 
inflammatorische Aktivität von Gliazellen und in der Folge protektiv auf Neuronen wirken. 
Kavalaktone sind Inhaltsstoffe von Piper methysticum, einer Pflanze die in Teilen Ozeaniens 
kultiviert, und deren Wurzeln dort rituell und traditionell als Wasseremulsion konsumiert 
werden. Kavalaktone wirken anxiolytisch, sedativ, muskelrelaxierend, antikonvulsiv, 
neuroprotektiv, entzündungshemmend, fungizid und antikanzerogen. Es gibt sechs 
mengenmäßige Hauptkomponenten im Extrakt der Pflanze, darunter Kavain, Methysticin und 
Yangonin. Die Wirkung der Kavalaktone auf den menschlichen Organismus ist bisher 
unzureichend erforscht, in dieser Arbeit wurde der Effekt der Kavalaktone auf ein in-vitro-
Modell von Neuroinflammation untersucht. Dabei wurden Mikroglia- und Astrogliazellen 
neugeborener Ratten mit LPS aktiviert und wahlweise mit o.g. Kavalaktonen koinkubiert. Es 
resultierte eine signifikant verminderte Transkription von iNOS, IL-6, IL-1β und TNF-α in 
Mikroglia, die zusätzlich mit Kavain oder Methysticin behandelt worden waren. Yangonin 
bewirkte eine hochsignifikante Reduktion der IL-1β-RNA. Veränderungen der Expression von 
IL-6 und TNF-α und der Produktion von NO wiesen in dieselbe Richtung. Seit dem Ende der 
neunziger Jahre wird die Sicherheit der Kavalaktone kontrovers diskutiert, in der vorliegenden 
Arbeit zeigten Kavain, Methysticin und Yangonin keine toxische Wirkung auf Mikroglia und 
Astrozyten, wobei in den zugrunde liegenden Experimenten eine Konzentration gewählt 
wurde, die an eine hohe therapeutische Dosierung angelehnt ist. Weiterhin konnte eine 
Beeinflussung der intrazellulären MAP-Kinase-Signalkaskade durch Kavain, Methysticin und 
Yangonin nachgewiesen werden. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit unterstreichen das 
antiinflammatorische und dadurch mögliche neuroprotektive Potential der Kavalaktone Kavain 
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